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Περίληψη 
 
Ο δάκος της ελιάς είναι ένα έντομο με μεγάλη οικονομική σημασία και αποτελεί το 
βασικό παράσιτο των ελαιοκαλλιεργειών. Πέραν του ενδιαφέροντος για συγκριτική αναπτυξιακή 
ανάλυση o φυλοδιαχωρισμός μπορεί να βοηθήσει στη βελτιστοποίηση μεθόδων αντιμετώπισης 
του εντόμου όπως η SIT (τεχνική στείρου εντόμου). Στόχος αυτής της διπλωματικής εργασίας 
είναι ο εντοπισμός αρρενο-ειδικών περιοχών στο δάκο της ελιάς. Γι΄αυτό το σκοπό τέσσερις 
υποψήφιες περιοχές που απομονώθηκαν έπειτα από βιοπληροφορική ανάλυση του γονιδιώματος 
του εντόμου, μελετήθηκαν μέσω αντίδραση της πολυμεράσης για την ενίσχυσή τους σε γενετικό 
υλικό που απομονώθηκε σε αρσενικά και θηλυκά έντομα. Τρεις από τις τέσσερις περιοχές 
ενισχύθηκαν μόνο στα αρσενικά έντομα υποδεικνύοντας ένα πιθανό αρρενο-ειδικό ρόλο.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:40:16 EET - 137.108.70.7
6 
 
Summary 
 
The olive fruit fly (Bactrocera oleae), is an insect with great economic importance as it is 
the main pest of olive trees causing billion of damage in olive-cultivation. Its extermination is 
based almost exclusively on the use of chemical pesticides, thus making the design of new 
alternative and environmentally-friendly methods of biological control a necessity. The 
effectiveness of such means can be significantly enhanced by focusing on new molecular targets 
that lead to genetic separation. In this study, we focused on the detection of male-specific 
biomarkers. Four candidate genes (resulted from bioinformatic analysis of the Bactrocera oleae 
genome) were investigated whether they are male-specific. DNA was isolated from male and 
female insects and a PCR was performed using different primers. Three out of four were 
amplified only in males suggesting their male-specificity.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1  Κατανομή, μορφολογικά χαρακτηριστικά και σημασία του 
εντόμου 
 
 Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera (Dacus) oleae (Rossi), ανήκει στην Οικογένεια 
Tephritidae της Τάξης Diptera και είναι ίσως ο σημαντικότερος εχθρός της ελιάς (Tzanakakis, 
2006). Ο δάκος της ελιάς είναι είδος μονοφάγο, δηλαδή η διατροφή του και η ανάπτυξη της 
προνύμφης περιορίζεται μόνο στους καρπούς της ελιάς οπότε η γεωγραφική κατανομή του 
Bactrocera oleae περικλείει μόνο περιοχές που καλλιεργούνται εντατικά ελαιόδεντρα. (Γαμβριάς 
Χ., 1994). 
 Ο δάκος της ελιάς εντοπίζεται κυρίως στην λεκάνη της Μεσογείου, αν και υπάρχουν 
αναφορές για την παρουσία του και σε άλλες περιοχές όπως στη Νότια και Κεντρική Αφρική, 
στη Μέση Ανατολή, στη Καλιφόρνια και στη Κεντρική Αμερική. Η παρουσία του δάκου της 
ελιάς στην Αμερική σχετίζεται με την εισαγωγή ελαιοδέντρων σε περιοχές των ΗΠΑ (Λος 
Άντζελες, Καλιφόρνια) και το Μεξικό για καλλιεργητικούς σκοπούς, αλλά και με την ικανότητα 
του εντόμου να αποικίζει γρήγορα νέες περιοχές (Nardi et al., 2005). Ωστόσο, δεν έχει αναφερθεί 
ακόμη η παρουσία του στην Νότια Αμερική, Αυστραλία και Κεντρική Κίνα (Tzanakakis, 2006). 
Το ενήλικο έχει μήκος περίπου 5 mm και χρώμα σώματος ανοιχτοκάστανο ως 
σκοτεινοκάστανο. Ο θώρακας είναι σκοτεινότερος στα νώτα και έχει συνήθως 3 κατά μήκος 
σκοτεινές γραμμές και υπόλευκο ή υποκίτρινο scutellum όπως επίσης υπόλευκες ή υποκίτρινες 
κηλίδες στα πλάγια. Οι πτέρυγες στο ενήλικο θηλυκό είναι διαφανείς, ιριδίζουσες, με ένα 
σκοτεινό στίγμα στην άκρη και φέρουν ευδιάκριτο ωοθέτη στην άκρη της κοιλιάς (Εικ. 1.1). Το 
αυγό είναι στενόμακρο, οξύ στον ένα πόλο, λευκού χρώματος και εισάγεται με τη βοήθεια του 
ωοθέτη στο μεσοκάρπιο του ελαιόκαρπου. Η προνύμφη είναι υπόλευκη ή ανοιχτοκίτρινη, 
τελικού μήκους 7-8 mm, με το πρόσθιο μέρος του σώματος στενότερο από το οπίσθιο και χωρίς 
κεφαλική κάψα όπως συμβαίνει σε προνύμφες άλλων ειδών της Οικογένειας Tephritidae. Στο 
πρόσθιο μέρος του σώματος των προνυμφών υπάρχουν μόνο τα στοματικά άγκιστρα, τα οποία 
είναι σκούρου χρώματος καθώς επίσης και ο υπόλοιπος κεφαλοφαρυγγικός σκελετός. Η νύμφη 
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έχει σχήμα ελλειψοειδές, είναι ανοιχτοκάστανη και έχει ως περίβλημα το σκληρυμένο δερμάτιο 
της αναπτυγμένης προνύμφης (Τζανακάκης & Κατσόγιαννος, 2003). 
Ο δάκος της ελιάς θεωρείται ένα από τα πιο βλαβερά έντομα στην ελληνική γεωργία και 
για τον λόγο αυτό κάθε χρόνο το ελληνικό κράτος δαπανά μεγάλα χρηματικά ποσά για την 
καταπολέμηση του εντόμου όπως και για έρευνες που στοχεύουν στην βελτίωση των μεθόδων 
καταπολέμησής του (Τζανακάκης & Κατσόγιαννος, 2003). 
 
 
Εικ. 1.1:  Θηλυκός δάκος της ελιάς. Τέλειο έντομο. 
   
 
1.2  Η Βιολογία του Δάκου της Ελιάς 
  
Ο δάκος της ελιάς όπως αναφέραμε στο 1.1 θεωρείται ότι είναι μονοφάγο έντομο, καθώς 
η προνύμφη τρέφεται και αναπτύσσεται αποκλειστικά στο μεσοκάρπιο της καλλιεργούμενης 
ελιάς (Olea europaea) και της αγριελιάς (Olea europaea v.oleaster) (Tzanakakis, 2006). 
Αντίθετα, τα ενήλικα τρέφονται με ποικίλες υγρές ή στερεές οργανικές ουσίες όπως, νέκταρ, 
μελιτώματα εντόμων, εκκρίσεις φυτών, γύρη, χυμούς και ιστούς από καταστραμμένους ή 
αποσυντιθέμενους καρπούς. Οι ουσίες αυτές δεν βρίσκονται μόνο στα ελαιόδεντρα αλλά και σε 
άλλα φυτά κοντά ή μακριά από τους ελαιώνες (Tsiropoulos, 1977 και Tzanakakis, 2006). Στο 
εργαστήριο, η προνύμφη του δάκου της ελιάς βρέθηκε να τρέφεται και να αναπτύσσεται σε 
ώριμους καρπούς τομάτας. Μάλιστα, τα αναπτυχθέντα σε τομάτα ενήλικα άτομα παρουσίασαν 
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ικανοποιητική ωοπαραγωγή και γονιμότητα (Navrozidis & Tzanakakis, 2005). Η ικανότητα αυτή 
των προνυμφών να αναπτύσσονται ικανοποιητικά εκτός ελαιόκαρπου (π.χ. σε τομάτες) έχει 
μεγάλη σημασία, για την διατήρηση και την εκτροφή των αποικιών του δάκου της ελιάς στο 
εργαστήριο καθώς και για την μαζική παραγωγή εντόμων, τα οποία χρησιμοποιούνται σε 
προγράμματα βιολογικού ελέγχου ή εξαπόλυσης στειρωμένων εντόμων (Bateman, 1972). 
 Ο αριθμός των γενεών του εντόμου στις χώρες της Μεσογείου κυμαίνεται από 2 έως 5 το 
χρόνο (Tzanakakis, 2006), ενώ στις περισσότερες περιοχές της χώρας μας αναπτύσσει 3-4 γενεές 
το έτος (Nardi et al., 2005). Συγκεκριμένα, στην Κεντρική Ελλάδα η πρώτη γενεά ξεκινάει τους 
μήνες Ιούνιο – Ιούλιο και οι επόμενες δύο αναπτύσσονται κατά την διάρκεια του φθινοπώρου ή 
ακόμη και τον Δεκέμβρη ενώ, στην Κέρκυρα υπάρχει μία επιπλέον γενεά στα τέλη Μαΐου 
(σύνολο 4 γενεές), στους καρπούς που παρέμειναν στα δέντρα μετά την συγκομιδή των ώριμων 
καρπών  (Tzanakakis, 2006 και Fletcher & Kapatos, 1981). Ανάλογα με την περιοχή το έντομο 
διαχειμάζει ως ενήλικο σε προφυλαγμένες θέσεις ή ως νύμφη (pupa) σε μικρό βάθος στο έδαφος. 
Σε περιοχές με ήπιο χειμώνα (παράλια νότιας Ελλάδας και ορισμένων νησιών) όταν υπάρχει στα 
δέντρα κατάλληλος καρπός, είναι δυνατόν να συνυπάρχουν στον ελαιώνα όλα τα στάδια του 
εντόμου (Τζανακάκης & Κατσόγιαννος, 2003). Ωστόσο, ο δάκος της ελιάς από αργά την άνοιξη 
και μέχρι μέσα του καλοκαιριού παρουσιάζει αναπαραγωγική διάπαυση δηλαδή, τα θηλυκά 
άτομα δεν έχουν ώριμα ωάρια παρόλο που οι θερμοκρασίες μπορεί να είναι κατάλληλες για την 
αναπαραγωγή του εντόμου (Tzanakakis & Koveos, 1986). Η ωοτοκία πραγματοποιείται όταν ο 
καρπός έχει αποκτήσει το τελικό του μέγεθος και έχει ωριμάσει (μαλακώσει) αρκετά έτσι ώστε, 
το ενήλικο θηλυκό να μπορεί να διατρυπήσει τον καρπό με την βοήθεια του ωοθέτη και να 
αποθέσει τα αυγά του. Στα νότια παράλια της Μεσογείου (Κεντρική Ελλάδα, Νότια Ιταλία και 
Ισπανία) η ωοτοκία ξεκινάει συνήθως τον Ιούλιο (Tzanakakis, 2006). Το θηλυκό, αφού ανοίξει 
με τον ωοθέτη του την οπή ωοτοκίας, εισάγει στο μεσοκάρπιο ένα αυγό. Κατά κανόνα εισάγει 
ένα αυγό ανά καρπό ωστόσο, σε περιπτώσεις με πολύ υψηλό πληθυσμό ή λίγων καρπών 
παρατηρείται η απόθεση πολλών αυγών σε κάθε καρπό (Τζανακάκης & Κατσόγιαννος, 2003). 
Έχει παρατηρηθεί ότι, τα θηλυκά προτιμούν να ωοτοκούν σε ώριμους καρπούς, οι οποίοι 
συνήθως είναι οι μεγαλύτεροι σε μέγεθος, σε σχέση με τους μικρούς και μη ώριμους καρπούς. 
Έχει υπολογιστεί ότι ένα θηλυκό μπορεί να αποθέτει 13-40 αυγά ημερησίως υπό ευνοϊκές 
συνθήκες και καθ’ όλη την διάρκεια της ζωής του μερικές δεκάδες (200-250 αυγά) (Tzanakakis, 
2006). Στο τέλος της ωοτοκίας και πριν το θηλυκό απομακρύνει τον ωοθέτη του, αναρροφά χυμό 
που εκρέει από την οπή ωοτοκίας. Στη συνέχεια, το θηλυκό απομακρύνει τον συσταλτό του 
ωοθέτη, επαναφέρει στην στοματική του κοιλότητα τον χυμό που προηγουμένως είχε 
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αναρροφήσει και τον επαλείφει στην επιφάνεια του καρπού γύρω από την οπή. Ο χυμός αυτός, 
λειτουργεί αποτρεπτικά στα υπόλοιπα θηλυκά να ωοτοκήσουν τον ίδιο καρπό, εκτός και αν 
υπάρχει μεγάλη πίεση ωοτοκίας, εξασφαλίζοντας με αυτό τον τρόπο όσο το δυνατόν καλύτερες 
συνθήκες ανάπτυξης για τα ανήλικα στάδια (Girolami et al., 1981, Tzanakakis, 2006). Είναι 
αποδεδειγμένο (Koveos and Tzanakakis, 1990) η παρουσία των ελαιόκαρπων συσχετίζεται 
θετικά με την αναπαραγωγική ωριμότητα των θηλυκών ατόμων του δάκου καθώς αποτελούν 
βασική πηγή αμινοξέων, βιταμινών και άλλων παραγόντων που είναι απαραίτητοι για την 
ωρίμαση (ανάπτυξη) των ωαρίων. Η προνύμφη ορύσσει στοά στο μεσοκάρπιο και όταν 
συμπληρώσει την ανάπτυξη της νυμφώνεται το μεν θέρος συνήθως μέσα στον καρπό, το δε 
φθινόπωρο και το χειμώνα σε μικρό βάθος στο έδαφος. Εάν θα νυμφωθεί στον καρπό ή όχι 
εξαρτάται από την κατάσταση ωριμότητας του καρπού. Η αναπτυγμένη προνύμφη συνήθως 
εγκαταλείπει τον καρπό για να νυμφωθεί στο έδαφος όταν ο καρπός έχει ωριμάσει αρκετά. Με 
ευνοϊκές συνθήκες ο βιολογικός κύκλος του εντόμου συμπληρώνεται σχεδόν σε ένα μήνα. Ο 
πληθυσμός του δάκου της ελιάς είναι ιδιαίτερα υψηλός το φθινόπωρο και συγκεκριμένα όταν ο 
καιρός είναι υγρός και σχετικά ζεστός. Συνθήκες που δεν ευνοούν την ανάπτυξη του εντόμου 
είναι οι ιδιαίτερα υψηλές θερμοκρασίες του θέρους και η χαμηλή ατμοσφαιρική υγρασία (Nardi 
et al., 2005). 
 
1.3  Βιολογικός κύκλος 
  
Ως ολομετάβολο έντομο, ο δάκος υπόκειται σε μια σειρά αλλαγών που ξεκινούν από το 
έμβρυο, συνεχίζουν με την προνύμφη που έχει τρία ενδιάμεσα στάδια, ακολουθεί το βομβύκιο 
και ο κύκλος ολοκληρώνεται με το ενήλικο άτομο. 
 Το στάδιο του εμβρύου: Η διάρκεια όλων των σταδίων ανάπτυξης επηρεάζεται πάρα 
πολύ από τη θερμοκρασία. Κάτω από σταθερές εργαστηριακές συνθήκες, η εμβρυογένεση 
ποικίλει από δέκα ημέρες στους 10 oC ως δύο ημέρες στους 32,5 oC. Η πιο γρήγορη εκκόλαψη 
των εμβρύων (2,5 ημέρες) παρατηρείται στους 27,5-30 oC (Tsitsipis, 1977). Το χαμηλότερο όριο 
για την εκκόλαψη βρίσκεται στους 6-10 oC, ενώ το υψηλότερο όριο βρίσκεται στους 30-35 oC. 
Ως βέλτιστη θερμοκρασία όμως θεωρούνται οι 27,5 oC (Crovetti et al., 1981, Fletcher and 
Kapatos, 1983, Girolami, 1979, Tsiripoulos, 1972, Tsitsipis, 1977). Στη φύση, η περίοδος 
εκκόλαψης ποικίλει από 2-4 ημέρες το καλοκαίρι, 4-10 ημέρες το φθινόπωρο, ως και 12-19 
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ημέρες στο τέλος του φθινοπώρου και το χειμώνα (Martelli, 1908, 1965, Martin, 1948, Silvestri, 
1914). 
 Προνυμφικό στάδιο: Κάτω από σταθερές εργαστηριακές συνθήκες, η διάρκεια του 
προνυμφικού σταδίου ποικίλει μεταξύ 37 ημερών στους 12,5 oC και εννέα ημερών στους 30 oC. 
Ο καλύτερος ρυθμός ανάπτυξης παρατηρείται μεταξύ 25 και 27,5 oC, ενώ το χαμηλότερο όριο 
για την ανάπτυξη είναι 6-11 oC (Crovetti et al., 1982, Fletcher and Kapatos, 1983, Girolami, 
1979, Tsitsipis, 1980). Στη φύση, η ανάπτυξη της προνύμφης επηρεάζεται από την 
περιεκτικότητα του ελαιοκάρπου σε λάδι και το βαθμό ωρίμανσης του καρπού, όπως επίσης και 
από τη θερμοκρασία. Έχει παρατηρηθεί σε εργαστηριακές συνθήκες ότι η διάρκεια της 
προνυμφικής ανάπτυξης είναι, γενικά, μια ημέρα μικρότερη στις μαύρες ελιές από ότι στις 
πράσινες (Tzanakakis, 1971). Σε προνύμφες που αναπτύχθηκαν σε καρπούς στη φύση, η 
ανάπτυξη ολοκληρώθηκε σε 18-47 ημέρες το φθινόπωρο, σε 63 και πάνω ημέρες το χειμώνα και 
σε περίπου 20 ημέρες την άνοιξη (Fletcher and Kapatos, 1983). Η διαφορά στη διάρκεια της 
ανάπτυξης που παρατηρείται μεταξύ φθινοπώρου και άνοιξης αποδίδεται στην ωρίμανση του 
καρπού, που αποτελεί καλύτερο υπόστρωμα για την προνύμφη (Neuenschwander and Michelakis 
1979). 
 Το στάδιο του βομβυκίου: Ο χρόνος που απαιτείται για την ολοκλήρωση της ανάπτυξης 
του βομβυκίου ποικίλει από 48,6 ημέρες στους 12,5 oC, ως 9,3 ημέρες στους 30 oC, κάτω από 
σταθερές εργαστηριακές συνθήκες. Η βέλτιστη θερμοκρασία είναι στους 22,5-25 oC. Το 
χαμηλότερο όριο για την ανάπτυξη είναι στους 6-10 oC, ενώ το υψηλότερο όριο είναι στους 31-
36 
ο
C (Crovetti et al., 1979, Fletcher and Kapatos, 1983, Girolami, 1979, Neuenschwander et al., 
1986, Tsitsipis, 1980). Τα βομβύκια στη φύση (στο έδαφος και σε καρπούς) ολοκληρώνουν την 
ανάπτυξή τους σε 16 ημέρες το καλοκαίρι, 12-88 ημέρες το φθινόπωρο, 41-92 ημέρες το χειμώνα 
και 17-21 ημέρες την άνοιξη (Fletcher and Kapatos, 1983). 
 
 
1.4  Διατροφή Δάκου 
 
 Τα ενήλικα τρέφονται από πολλά διαφορετικά φυτά και αξιοποιούν πολλές διαφορετικές 
πηγές ενέργειας, όπως χυμούς που εκκρίνονται από φρούτα, φύλλα και πληγές βλαστών, από 
μελίτωμα φυτών και νέκταρ. Στο εργαστήριο, για να υπάρχει κανονική παραγωγή αυγών 
χρειάζονται πηγή πρωτεϊνών και κυρίως ελεύθερα αμινοξέα. Στη φύση, τα θηλυκά άτομα του 
είδους μπορούν να επιβιώσουν χρησιμοποιώντας γύρη ως πηγή πρωτεϊνών, αν και ιχνοστοιχεία 
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και βιταμίνες είναι επίσης απαραίτητα (Fytizas, 1973a, Sacantanis, 1953, Severin, 1915, 
Tsiropoulos, 1980). 
 Οι προνύμφες του δάκου στη φύση είναι μονοφάγες, αυστηρά περιορισμένες στο 
εσωτερικό του καρπού της ελιάς. Απαραίτητα για την ανάπτυξη των νεαρών προνυμφών στο 
μεσοκάρπιο είναι διάφορα συμβιωτικά βακτήρια, τα οποία συμβάλλουν στην ενζυματική 
υδρόλυση των πρωτεϊνών του ελαιοκάρπου (Hagen, 1966, Tzanakakis and Stavrinides, 1973). 
 
 
1.5  Αναπαραγωγή Δάκου 
 
 Σπερματογένεση: Η σπερματογένεση στα αρσενικά του είδους ξεκινάει ήδη πριν το 
στάδιο του βομβυκίου και συνεχίζεται σε όλη τη διάρκεια του σταδίου, χωρίς όμως να 
ολοκληρωθεί. Η ωρίμανση των γεννητικών οργάνων ολοκληρώνεται περίπου τέσσερις ημέρες 
μετά την εκκόλαψη του ενηλίκου ατόμου από το βομβύκιο (Fytizas, 1973b). Η σπερματογένεση 
επαναλαμβάνεται σε κύκλους των επτά ως δέκα ημερών κατά τη διάρκεια της ζωής του 
ενηλίκου, συνεπώς τα σπερματοζωάρια αντικαθίστανται και αποφεύγεται ο κίνδυνος εξάντλησής 
τους που μπορεί να προκύψει μετά από τρεις ως εννέα συζεύξεις. 
 Ωογένεση: Η ωογένεση αρχίζει και τελειώνει περίπου με την εκκόλαψη του ενηλίκου 
από το βομβύκιο. Σε εργαστηριακές συνθήκες, τα πρώτα ωάρια σχηματίζονται έξι ως οκτώ 
ημέρες μετά την εκκόλαψη του θηλυκού ατόμου από το βομβύκιο (Fytizas and Bacoyannis, 
1970). 
 Σεξουαλική προσέλκυση: Η σεξουαλική προσέλκυση μέσω οσφρητικών ερεθισμάτων 
έχει δειχτεί σε εργαστηριακά πειράματα, καθώς και σε πειράματα πεδίου (Haniotakis, 1974, 
1977). Σταγόνες μιας κίτρινης ελαιώδους ουσίας παράγονται από εκκριτικά κύτταρα των 
αναπαραγωγικά ώριμων ατόμων και στα δύο φύλα (Economopoulos et al., 1971). Τα ώριμα 
θηλυκά απελευθερώνουν και ένα μίγμα φερομονών που προσελκύει τα αρσενικά άτομα. Η 
απελευθέρωση των φερομονών αρχίζει από την τρίτη μέρα ζωής του τέλειου εντόμου και από 
εκεί και πέρα συνεχίζεται σε κύκλους των δέκα ημερών. Τα αρσενικά μπορούν να αποκριθούν 
στη φερομόνη από την τρίτη μέρα της ζωής τους ως τέλεια έντομα, όμως συνήθως αποκρίνονται 
μεταξύ έβδομης και ενδέκατης ημέρας. 
 Σύζευξη: Στη φύση, η προσέλκυση και η σύζευξη γίνονται κατά το τέλος της ημέρας 
(Cavalloro and Delrio, 1970) και καθορίζεται από έναν ενδογενή ρυθμό (Loher and Zervas, 
1979). Η σεξουαλική ωριμότητα και στα δύο φύλα σηματοδοτείται από αυξημένη κινητική 
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δραστηριότητα, τρίψιμο των ποδιών στην κοιλιά, στα φτερά, στο κεφάλι, στις κεραίες και μεταξύ 
τους, καθώς και δονήσεις των φτερών στα αρσενικά άτομα (Economopoulos et al., 1971). Τα 
θηλυκά ζευγαρώνουν μία ως δύο ημέρες πριν την εμφάνιση των αυγών στις ωοθήκες.  
Τα αρσενικά ωριμάζουν μία ως δύο μέρες νωρίτερα από τα θηλυκά (Zervas, 1985). Η 
μέση διάρκεια της σύζευξης είναι περίπου 2,5 ώρες (Economopoulos et al., 1976). Τα αρσενικά 
είναι πολυγαμικά και ζευγαρώνουν περίπου μία φορά την ημέρα, ενώ τα θηλυκά είναι 
ολιγογαμικά και σπάνια ζευγαρώνουν πάνω από δύο φορές στην διάρκεια της ζωής τους. Μετά 
τη σύζευξη, τα θηλυκά δεν είναι δεκτικά σε νέα σύζευξη για 15-25 ημέρες. Αυτό παρατηρείται 
και σε άλλα είδη Διπτέρων και αποδίδεται σε συστατικά του σπέρματος (Tzanakakis et al., 
1968). 
 Γονιμότητα – Ωοαπόθεση: Η ποιότητα της τροφής, καθώς και η ένταση του φωτός 
επηρεάζουν πολύ το ρυθμό ωοαπόθεσης (Economopoulos and Tzanakakis, 1967, Tzanakakis et 
al., 1967). Η σύζευξη επίσης επάγει την παραγωγή αυγών, παρότι η μεταφορά σπερματοζωαρίων 
δεν πρέπει να είναι ο κύριος παράγοντας για αυτό (Cavalloro and Delrio, 1970, Economopoulos 
et al., 1976). Στο εργαστήριο, η γονιμότητα των θηλυκών μπορεί να είναι και 470 αυγά ανά 
θηλυκό άτομο που έχει ζευγαρώσει μία φορά. Στη φύση, η γονιμότητα επηρεάζεται από τις 
κλιματικές συνθήκες, την διαθεσιμότητα σε καρπό ελιάς και την κατάσταση των θηλυκών 
ατόμων, η οποία εξαρτάται από τη διατροφή τους. Οι θερμοκρασίες μεταξύ 20-30 οC είναι 
βέλτιστες για την ωοαπόθεση. Σε θερμοκρασίες πάνω από 35 οC και κάτω από 15 οC η 
ωοαπόθεση σταματάει (Kapatos, 1981). Από πειράματα που έχουν γίνει στον ελλαδικό χώρο 
(συγκεκριμένα στην Κέρκυρα) βρέθηκε ότι για το μήνα Σεπτέμβριο η μέση γονιμότητα ήταν 107 
αυγά ανά θηλυκό, ενώ για τους μήνες Οκτώβριο και Νοέμβριο ήταν 186 αυγά ανά θηλυκό 
(Kapatos and Fletcher, 1983).  
 Για πολλά χρόνια ο δάκος της ελιάς θεωρείτο ως ένα έντομο ικανό να αναπαράγεται καθ’ 
όλη τη διάρκεια του έτους, αν οι κλιματικές συνθήκες είναι κατάλληλες και υπάρχει 
διαθεσιμότητα φρούτων-ξενιστών (Orphanidis, 1967, Sacantanis, 1957). Όμως υπάρχει μια 
περίοδος (τέλος άνοιξης-αρχή φθινοπώρου) αναπαραγωγικής ανωριμότητας του εντόμου 
(διάπαυση), παρά την καλή θερμοκρασία που επικρατεί (Stavrakis and Fytizas, 1980). Η 
περίοδος αυτή αποδίδεται στην έλλειψη καρπών κατάλληλων για ωοαπόθεση, σε συνδυασμό με 
τις κλιματικές συνθήκες (Ayoutantis et al., 1954, Fletcher et al., 1978, Orphanidis 1967, 
Mourikis and Fytizas, 1970). Αυτό επιβεβαιώθηκε με μελέτες ατόμων σε εργαστηριακές 
συνθήκες όπου τα θηλυκά που βρίσκονταν σε διάπαυση δεν ζευγάρωναν με αρσενικά, ακόμα και 
αν αυτά δεν βρίσκονταν σε διάπαυση (Tzanakakis and Prophetou-Athanassiadou, 1987) και στο 
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πεδίο, όπου τα αρσενικά άτομα δεν ανταποκρίνονταν σε παγίδες φερομονών από το τέλος της 
άνοιξης ως τα μέσα του καλοκαιριού (Delrio et al., 1983, Haniotakis et al., 1981, Ramos et al., 
1983). 
 
 
1.6 Οικονομική σημασία του Δάκου 
 
Από τους αρχαίους χρόνους, ο δάκος της ελιάς, αποτελούσε μάστιγα για την ελαιοκομία 
των χωρών που βρίσκονται στη λεκάνη της Μεσογείου. Ο Θεόφραστος (371-328 π.Χ) αναφέρει 
στο βιβλίο του ‘Περί Φυτών Αιτίων’ ότι υπάρχει ένας ‘σκώληκας’, δηλαδή η προνύμφη του 
δάκου, κάτω από το δέρμα της ελιάς και τρώει τη σάρκα της. Με το έντομο αυτό έχουν 
ασχοληθεί πολλοί ερευνητές παγκόσμια, λόγω της μεγάλης οικονομικής του σημασίας. 
 H ζημιά που μπορεί να προκαλέσει ο δάκος μπορεί να ανέλθει μέχρι 40-60% της 
συνολικής παραγωγής. Η ζημιά που προκαλεί το έντομο στις ελαιοποιήσιμες αλλά και στις 
βρώσιμες ελιές είναι ποιοτική αλλά και ποσοτική. 
Με την έννοια ποσοτική αναφερόμαστε στην ποσότητα του καρπού που έχει προσβληθεί 
από το έντομο και πέφτει στο έδαφος , αλλά και στην υπόλοιπη που παραμένει στ ο δένδρο και 
έχει μειωμένη ποσότητα σάρκας καρπού. Μια προνύμφη καταναλώνει το 1/5 – 1/4 ενός καρπού 
μέσου μεγέθους. Προξενεί μεγάλες οικονομικές ζημιές που σε περιόδους έξαρσης, μπορούν να 
φτάσουν έως 50% της συνολικής παραγωγής στις ελαιοπαραγωγικές περιοχές της Μεσογείου 
(Mazomenos et. Al. 2002). Σε χρονιές με ευνοϊκές καιρικές συνθήκες για την ανάπτυξη και 
εξέλιξη του εντόμου, η ζημιά μπορεί να ξεπεράσει και το 50% της συνολικής ελαιοπαραγωγής. 
Με την έννοια ποιοτική, αναφερόμαστε στην καταστροφή που προκαλείται από την 
υποβάθμιση της ποιότητας του ελαιολάδου, το οποίο είναι υψηλής περιεκτικότητας σε οξέα  (7-8 
βαθμοί μέχρι 15-20 σε σοβαρές επιπτώσεις), ως εκ τούτο καθίσταται ακατάλληλο για βρώση και 
εμπορία. Κατά το Φθινόπωρο και νωρίς το Χειμώνα ο προσβεβλημένος ελαιόκαρπος με στάδιο 
‘’εξόδου’’ δάκου παρουσιάζει καρπόπτωση από το ελαιόδενδρο σε ρυθμό 2,5 και 3,3 φορές 
μεγαλύτερο από τους καρπούς που περιέχουν απλώς προνύμφη δάκου στις ποικιλίες ελιάς 
Κορωνέικη και Τσουνάτη αντίστοιχα. Η κατανάλωση σάρκας ελαιόκαρπου είναι μικρή ανά 
προνύμφη δάκου όμως η υποβάθμιση της ποιότητα , θεωρούμενη μόνο σαν αύξηση οξύτητας του 
λαδιού, είναι ανάλογη του αριθμού ‘εξόδων’ δάκου και πολλαπλασιάζεται ανάλογα με τις ημέρες 
αποθήκευσης του ελαιοκάρπου πριν από τη διαδικασία λήψης του ελαιολάδου στο ελαιουργείο . 
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Το ελαιόλαδο που παράγεται από έκθλιψη ελιών με μεγάλη προσβολή, λόγω των μεγάλων 
αλλοιώσεων που έχουν δημιουργηθεί στη σάρκα του καρπού έχει αυξημένη οξύτητα και σαφή 
υποβάθμιση των οργανοληπτικών του χαρακτηριστικών-τάγγισμα σε μεγάλο βαθμό. 
 
 
1.7  Γενετική του Δάκου  
 
Ο H. Henking ήταν ο πρώτος (το 19ο αιώνα) ο οποίος παρατήρησε παρουσία κάποιων 
περιοχών – σωμάτων – που παρουσιάζουν έντονα σκούρο χρώμα στα αρσενικού φύλου άτομα, 
τα οποία είχαν διαφορετική συμπεριφορά απ’ ότι τα άλλα χρωμοσώματα κατά τη διάρκεια της 
μείωσης. Το χρωμόσωμα αυτό το χαρακτήρισε ως Χ για να αποδώσει ένα χαρακτήρα μυστηρίου 
στη φύση του.  Στις αρχές το 1900 ο Wilson παρατήρησε ότι υπάρχουν διαφορές στα 
χρωμοσώματα των φύλων σε διάφορα είδη εντόμων της οικογένειας Hemiptera. Ειδικότερα, 
εντόπισε δύο πιθανούς τύπους χρωμοσωμάτων στα αρσενικά άτομα. Στο πρώτο τύπο τα 
αρσενικά περιλάμβαναν από ένα ζευγάρι ετερομορφικών χρωμοσωμάτων το οποίο κατά τη 
διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης διαχωριζόταν σε δύο διαφορετικά θυγατρικά κύτταρα. Στο 
δεύτερο τύπο, τα αρσενικά άτομα έφεραν ένα από αυτά τα ετερομορφικά χρωμοσώματα, ενώ τα 
θηλυκά φέρανε δύο. Ο Wilson περιέγραψε αυτά τα ετερομορφικά χρωμοσώματα ως τα 
χρωμοσώματα φύλου και ιδιαιτέρως μίλησε για το Χ χρωμόσωμα και το Υ χρωμόσωμα 
(Mittwoch, 1967). Ανακαλύφθηκε τότε, σταδιακά, πως σε μερικά είδη ότι δεν είναι τα αρσενικά 
το ετερογαμετικό φύλο ούτε το Χ ή το Υ τα μοναδικά ετερομορφικά χρωμοσώματα. Στα ζώα, 
όπως είναι για παράδειγμα τα πουλιά, τα θηλυκά είναι το ετερογαμετικό φύλο, περιέχοντας τα Ζ 
και τα W χρωμοσώματα. Αυτά τα χρωμοσώματα είναι ετερομορφικά, με το W χρωμόσωμα να 
είναι σε πολύ μεγάλο ποσοστό ετεροχρωμικό και μικρότερο σε μέγεθος από το Ζ χρωμόσωμα 
(Solari 1994). 
 Ο καρυότυπος του εντόμου αποτελείται από έξι ζεύγη χρωμοσωμάτων με το φυλετικό 
ζεύγος να είναι της μορφής XX/XY (Frizzi G. and Springetti A., 1953, Krimbas C.B., 1963, 
Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a). Το ετερογαμετικό φύλο είναι το αρσενικό, δηλαδή φέρει το 
ζεύγος ΧΥ. Το Υ χρωμόσωμα είναι το μικρότερο σε μέγεθος και έχει το σχήμα τελείας ενώ το Χ 
χρωμόσωμα είναι μικρότερο από όλα τα αυτοσωματικά χρωμοσώματα, όπως φαίνεται στην (Εικ. 
1.2) (Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a). Η ετεροχρωματίνη στα αυτοσωμικά χρωμοσώματα 
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περιορίζεται στο κεντρομέρος τους ενώ το Υ και το μεγαλύτερο μέρος του Χ είναι υψηλά 
ετεροχρωματινικές περιοχές (Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a). 
 
Εικ. 1.2: Μεταφασικός πυρήνας από νευρικά γάγγλια προνύμφης B. οleae, α) Θηλυκή προνύμφη και 
β) Αρσενική προνύμφη (Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a). 
  
Η ανάλυση των πολυταινικών χρωμοσωμάτων από τρεις προνυμφικούς ιστούς του δάκου 
έδειξαν ότι ο πολυταινικός τους πυρήνας αποτελείται από πέντε επιμήκη χρωμοσώματα – δέκα 
πολυταινικοί βραχίονες – που αντιστοιχούν στα πέντε αυτοσωμικά ζεύγη του μιτωτικού πυρήνα, 
(Εικ.  1.3)  (Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a, Zambetaki A. et al., 1995).  
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Εικ. 1.3: Χάρτης πολυταινικών χρωμοσωμάτων από σιελογόνους αδένες προνυμφών B. οleae 
(Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a). 
 
 Δεν παρατηρείται τυπικό χρωμόκεντρο στους πολυταινικούς πυρήνες του δάκου. 
Εντούτοις, η χρωμοκεντρική περιοχή του κάθε χρωμοσώματος αποτελεί διακριτό στοιχείο για 
κάθε πολυταινικό χρωμόσωμα. Τα φυλετικά χρωμοσώματα δεν πολυταινίζονται, γεγονός που 
δείχνει την ετεροχρωματινική τους φύση. Μια ετεροχρωματινική δομή, που εμφανίζεται με 
διαφορετική πυκνότητα και μέγεθος στους πυρήνες των δύο φύλων, θεωρείται ότι αντιστοιχεί 
στα φυλετικά χρωμοσώματα. Συγκεκριμένα, στα θηλυκά άτομα, η δομή αυτή είναι μεγαλύτερη 
σε μέγεθος και πιο συμπαγής και αντιστοιχεί στο ΧΧ ζεύγος των χρωμοσωμάτων, ενώ στα 
αρσενικά άτομα η μικρότερης έντασης και πιο χαλαρή ετεροχρωματινική μάζα, αντιστοιχεί στο 
ζεύγος των ΧΥ χρωμοσωμάτων (Mavragani-Tsipidou P. et al., 1992a, Νάκου Ι., 2007, 
Παπασπυρόπουλος Α., 2008). 
 Τα πολυταινικά χρωμοσώματα αποτελούν ιδανικό εργαλείο για τη μελέτη της δομής των 
πληθυσμών, της δομής και της λειτουργίας των χρωμοσωμάτων, της γονιδιακής δραστηριότητας, 
της οργάνωσης του γονιδιώματος και των φυλογενετικών σχέσεων ανάμεσα στα είδη. Ομολογίες 
χρωμοσωμάτων βασισμένες τόσο σε ομολογίες του ζωνικού προτύπου όσο και σε υβριδισμό in 
situ διαφόρων γονιδίων ή DNA – αλληλουχιών επέτρεψε την εύρεση ομολογιών μεταξύ του 
δάκου και των συγγενικών ειδών C. capitata και B. tryoni. Οι προτεινόμενες χρωμοσωματικές 
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ομολογίες δείχνουν εκτεταμένη συντήρηση των χρωμοσωματικών συμπλεγμάτων ανάμεσα στα 
παραπάνω τρία είδη της οικογένειας Tephritidae  (Zhao J.T., et al., 1998, Zambetaki A.et al. 
1999, Zambetaki A. et al. 2000, Drosopoulou E. et al. 2009). 
 Επιπλέον δημιουργήθηκαν γονιδιωματικές και cDNA βιβλιοθήκες από ενήλικα άτομα 
δάκου στις οποίες αναγνωρίστηκαν και απομονώθηκαν, μεταξύ άλλων, τα φυλοκαθοριστικά 
γονίδια sex leathal (Sxl), double sex (dsx) και transformer (Botra) (Lagos D. et al., 2005, Lagos 
D. et al., 2007). Η πλήρης αλληλουχία του μιτοχονδριακού DNA δύο ατόμων δάκου από 
διαφορετικές περιοχές (Πορτογαλία και Ιταλία) ολοκληρώθηκε το 2003 (Nardi et al., 2003) και 
βοήθησε σε πληθυσμιακές αναλύσεις που ακολούθησαν. Επίσης απομονώθηκε μια σειρά 
μικροδορυφορικών δεικτών  από φυσικούς πληθυσμούς δάκου και αποδείχθηκε η συμβολή τους 
σε μελέτες φυλογενετικής συγγένειας ανάμεσα σε διάφορα είδη εντόμων της οικογένειας 
Tephritidae και αναπτύχθηκε η θεωρία περί εξάπλωσης του εντόμου στη Μεσογειακή λεκάνη 
από την ανατολική Μεσόγειο (Augustinos et al., 2008; Zygouridis et al. 2009). 
 
1.7.1 Γονιδίωμα δάκου 
Πολύ σημαντικό βήμα στην εξέλιξη της μοριακής βιολογίας του δάκου είναι η πρόσφατη 
αλληλούχηση ολόκληρου του γονιδιώματος του εντόμου και η κατάθεσή του στη βάση 
νουκλεοτιδικών δεδομένων GeneBank (GCF_001188975.1). Η αλληλούχηση του γονιδιώματος 
πραγματοποιήθηκε μέσω τεχνικών αλληλούχησης όπως οι Illumina short reads, Illumina mate 
pairs and PacBio long reads καθώς και μέσω μιας de novo ομοπαράθεσης του μεταγραφόματος 
του εντόμου που προέκυψε από Illumina RNA sequencing.  
Για τον εντοπισμό περιοχών του γονιδιώματος οι οποίες εμφανίζονται μόνο στα 
αρσενικά έντομα δημιουργήθηκαν διαφορετικές βιβλιοθήκες από αρσενικά και θηλυκά έντομα 
και μετά την αλληλούχηση πραγματοποιήθηκε σύγκριση αυτών μέσω προγραμμάτων 
βιοπληροφορικής ανάλυσης. Οι περιοχές οι οποίες εμφανίζονταν μόνο στην βιβλιοθήκη που 
προέκυψε από τα αρσενικά έντομα απομονώθηκαν ως υποψήφιες αρρενο-ειδικές περιοχές. Η 
απουσία τους από το γονιδίωμα των θηλυκών εντόμων είναι ίσως μια ισχυρή ένδειξη ότι 
προέρχονται από το χρωμόσωμα Υ των αρσενικών εντόμων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα μιας 
τέτοιας μεθόδου είναι η μέθοδος CQ με την οποία εντοπίστηκαν αλληλουχίες του Υ 
χρωμοσώματος σε δυο είδη κουνουπιών, An. stephensi και An. gambiae (Hall et al., 2013). 
Σύγκριση των αλληλουχιών αυτών με το μεταγράφωμα οδήγησε στον εντοπισμό και 
χαρακτηρισμό έξι γονιδίων, τρία σε κάθε είδος, που βρίσκονται στο Υ χρωμόσωμα των 
κουνουπιών.  
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1.8  Το φαινόμενο του φυλοκαθορισμού   
 
 Ως φυλετικός καθορισμός (sex determination) καθορίζεται η ανάπτυξη των φυλετικών 
χαρακτηριστικών ενός οργανισμού προς το ένα ή το άλλο μονοπάτι, θηλυκό ή αρσενικό 
(πρωτογενής φυλοκαθορισμός), καθώς και τα δευτερογενή χαρακτηριστικά του φύλου 
(δευτερογενής φυλοκαθορισμός) (Sarre et al., 2004)). Ως διαφοροποίηση του φύλου (sex 
differentiation) ορίζεται η ανάπτυξη όρχεων ή ωοθηκών από αδιαφοροποίητες γονάδες (Sarre et 
al., 2004). 
 Η ύπαρξη δύο φύλων ισχύει για όλους σχεδόν τους οργανισμούς του ζωικού βασιλείου 
και παρά το γεγονός ότι η μορφολογία των γονάδων είναι παρόμοια σε όλα τα αμνιωτά, τα 
κυτταρικά γεγονότα που λαμβάνουν μέρος κατά το φυλοκαθορισμό και κατ’ επέκταση ο ίδιος ο 
μηχανισμός φυλοκαθορισμού, ποικίλλουν αρκετά (Sarre et al., 2004)). Τα σπονδυλωτά διαθέτουν 
μια ποικιλία φυλοκαθοριστικών μηχανισμών, οι οποίοι διαχωρίζονται ευρέως σε δύο κατηγορίες:  
1. Γενετικός (GSD) και  
2. Περιβαλλοντικός φυλετικός καθορισμός (ESD) 
 Ο ορισμός αυτός μάλλον παραβλέπει τις πιθανές σχέσεις μεταξύ των δύο τύπων 
φυλοκαθορισμού, οι οποίοι μπορεί να αποτελούν δύο ακραίες συνθήκες μιας σύνθετης – ενιαίας 
διαδικασίας. 
 Ο όρος «γενετικός φυλοκαθορισμός» (GSD) χρησιμοποιείται όταν το φύλο του ζυγωτού 
(αναπτυσσόμενου εμβρύου) καθορίζεται εξολοκλήρου από το γενότυπο αυτού, όπως 
διαμορφώνεται την ώρα της γονιμοποίησης. Τα αρσενικά άτομα μπορεί να είναι ετερογαμετικά, 
οπότε τα θηλυκά είναι ομογαμετικά, ή το αντίθετο. Τα αρσενικά και τα θηλυκά άτομα φέρουν 
διαφορετικά αλληλόμορφα ή ακόμα και διαφορετικά γονίδια τα οποία καθορίζουν τη μορφολογία 
(και κατ’ επέκταση στη λειτουργία) των φυλετικών χαρακτηριστικών των οργανισμών. Σε 
πολλές περιπτώσεις, στους ζωικούς οργανισμούς, οι παραπάνω διαφορές συνοδεύονται και από 
χρωμοσωματικές διαφορές. Επομένως ο γενετικός φυλοκαθορισμός μπορεί να συνοδεύεται και 
από την ύπαρξη φυλετικών χρωμοσωμάτων, ή και όχι. Κατά τη σύγκριση δύο ατόμων 
διαφορετικού φύλου, τα φυλετικά χρωμοσώματα διαφέρουν από τα αυτοσώματα ως προς το 
μέγεθος, τον αριθμό, τα χαρακτηριστικά χρώσεως και τα περιεχόμενα γονίδια. Κατά τον 
πολυγονιδιακό τύπο φυλοκαθορισμού – ο οποίος είναι λιγότερο συνηθισμένος – το φύλο 
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καθορίζεται από ένα αριθμό γονιδίων στο σύνολο των χρωμοσωμάτων, κάθε ένα από τα οποία 
έχει μικρή επίδραση στον καθορισμό του φύλου. 
 Με τον όρο «περιβαλλοντικός καθορισμός» (ESD) περιγράφεται ο μηχανισμός 
φυλοκαθορισμού κατά τον οποίο το φύλο ενός ατόμου καθορίζεται αμετάκλητα από τις συνθήκες 
του περιβάλλοντος κατά την πρώιμη ανάπτυξη. Όταν ο καθοριστικός περιβαλλοντικός 
παράγοντας είναι η θερμοκρασία, τότε μιλάμε για «θερμο-εξαρτώμενο φυλοκαθορισμό» 
(temperature-dependent sex determination - TSD). Σε άλλες περιπτώσεις, το φύλο μπορεί να 
καθορίζεται από άλλους περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως είναι το pH, ή ακόμα και από 
κοινωνικούς παράγοντες (π.χ. το μέγεθος ενός οργανισμού σε σχέση με το μέγεθος των ατόμων 
του υπόλοιπου πληθυσμού). 
 O περιβαλλοντικός φυλοκαθορισμός (ESD) σε ένα είδος μπορεί να προσδιοριστεί 
πειραματικά από την ποικιλία στην αναλογία φύλου, ανάλογα με τις περιβαλλοντικές συνθήκες 
στις οποίες ανατρέφονται οι απόγονοι. Το φαινόμενο αυτό, μπορεί να είναι ακραίο σε ορισμένες 
περιπτώσεις, για παράδειγμα, σε κάποια είδη σαυρών και στους αλιγάτορες, η εκκόλαψη των 
αυγών σε χαμηλή θερμοκρασία μπορεί να δώσει 100% θηλυκά, ενώ σε υψηλή θερμοκρασία 
100% αρσενικά. Σε πολλά είδη χελωνών συμβαίνει ακριβώς το αντίστροφο, δηλαδή 100% 
αρσενικά σε χαμηλές θερμοκρασίες και 100% θηλυκά σε υψηλές. Σε άλλα είδη χελωνών και 
στους κροκόδειλους, η εκκόλαψη σε μέσες θερμοκρασίες δίνει 100% αρσενικά, ενώ σε ακραίες 
θερμοκρασίες – χαμηλές και υψηλές – παράγονται αποκλειστικά θηλυκά άτομα. Σε όλες τις 
παραπάνω περιπτώσεις, υπάρχει μόνο ένα πολύ στενό θερμοκρασιακό εύρος εντός του οποίου 
παράγονται άτομα και των δύο φύλων. Πρέπει εδώ να σημειωθεί ότι σε πολλές περιπτώσεις, 
κατά τον πειραματικό προσδιορισμό του ρόλου ενός περιβαλλοντικού παράγοντα στον 
φυλοκαθορισμό ενός είδους λαμβάνονται υπόψη ακραίες τιμές αυτού, οι οποίες δε βρίσκουν 
αντίκρισμα στο φυσικό περιβάλλον.  
 O γενετικός φυλοκαθορισμός με την παρουσία φυλετικών χρωμοσωμάτων είναι κοινός 
στα θηλαστικά (ετερογαμετικά αρσενικά) και στα πουλιά (ετερογαμετικά θηλυκά), ενώ στα 
ερπετά, στα αμφίβια και στα ψάρια συναντάμε είτε ετερογαμετικά θηλυκά, είτε ετερογαμετικά 
αρσενικά, ανάλογα με το είδος. Ο περιβαλλοντικός φυλοκαθορισμός είναι κοινός μεταξύ των 
ερπετών, ενώ παράλληλα τον συναντάμε στα αμφίβια και στα ψάρια. Ο πολυγονιδιακός τύπος 
φυλοκαθορισμού έχει αναφερθεί σε ορισμένα είδη ψαριών (π.χ. στο είδος Xiphophorus helleri 
και στο Menidia menidia).  
 Σύμφωνα με τα παραπάνω, γίνεται κατανοητό ότι υπάρχουν είδη στα οποία το φύλο 
καθορίζεται αποκλειστικά γενετικά και άλλα στα οποία οι περιβαλλοντικοί μηχανισμοί 
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φυλοκαθορισμού συνυπάρχουν με τους γενετικούς και αλληλεπιδρούν σε μικρό ή μεγάλο βαθμό 
ώστε να καθοριστεί τελικά ο φαινότυπος του φύλου. Θεωρείται δε, ότι η επικρατούσα αναλογία 
φύλου στο κάθε είδος, παίζει σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη των μηχανισμών φυλοκαθορισμού. 
Πολλοί ερευνητές – κυρίως όσοι ασχολούνται με το φυλοκαθορισμό των Σπονδυλωτών – 
θεωρούν τους δύο μηχανισμούς ριζικά διαφορετικούς μεταξύ τους, ενώ άλλοι δε διακρίνουν 
σαφή όρια (Sarre et al., 2004)). Γεγονός είναι ότι τα γονίδια και οι μηχανισμοί που θεμελιώνουν 
τη διαδικασία του φυλοκαθορισμού, ως ένα βαθμό, συντηρημένα μεταξύ των υπαρχόντων 
ζωικών Φύλων. 
 Παρά το ότι οι διάφοροι μηχανισμοί φυλοκαθορισμού δεν είναι πλήρως κατανοητοί 
μέχρι σήμερα, η βιολογική διαδικασία του φυλοκαθορισμού είναι κεφαλαιώδους σημασίας, με 
προφανή σπουδαιότητα στην ανάπτυξη των ατόμων (και κατ’ επέκταση στην επιβίωση των 
ειδών), καθώς και στην αναλογία φύλου στους φυσικούς πληθυσμούς. Σύμφωνα με τα παραπάνω 
γίνεται προφανής και η σημασία του φυλοκαθορισμού στην εξελικτική βιολογία (Sarre et al., 
2004)). 
 
 
1.9 Φυλοκαθορισμός στα έντομα 
 
 Τα αρσενικά και θηλυκά είδη διαφέρουν τόσο σε μορφολογία όσο και σε φυσιολογία και 
συμπεριφορά. Η διττή σεξουαλική φύση οφείλεται στο : 
1. Καθορισμό του φύλου και 
2. Τη διαφοροποίηση του φύλου 
 Ο φυλοκαθορισμός, όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, αναφέρεται στην αναπτυξιακή 
πορεία που διαμορφώνει στο έμβρυο θηλυκό ή αρσενικό χαρακτήρα. Τα γονίδια στα οποία 
υπόκειται η αναπτυξιακή πορεία καλούνται γονίδια φυλοκαθορισμού.  Το ζωικό βασίλειο 
διαθέτει πληθώρα μηχανισμών φυλοκαθορισμού (Bull, 1983) ιδιαίτερα στα έντομα, όπου 
εμφανίζονται όλοι οι γνωστοί μηχανισμοί φυλοκαθορισμού. Διακρίνονται τρεις κύριες 
κατηγορίες αυτών των μηχανισμών ανάλογα με την προέλευση του πρωτογενούς γενετικού 
φυλοκαθοριστικού σήματος, το οποίο μπορεί να έχει προέλευση από το ζυγωτό, τη μητέρα ή το 
περιβάλλον. Ο φυλοκαθορισμός μπορεί να βασίζεται σε χρωμοσωμικές διαφορές, με το ένα φύλο 
να είναι ομοχρωμικό και το άλλο ετεροχρωμικό για τα φυλετικά χρωμοσώματα. Αυτό υφίσταται 
στο γένος Drosophila, το οποίο είναι το καλύτερα μελετημένο μοντέλο οργανισμού στο βασίλειο 
των εντόμων. 
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1.9.1 Φυλοκαθορισμός στη Drosophila melanogaster 
Ο φυλοκαθορισμός στο είδος αυτό οφείλεται στο λόγο των φυλετικών προς τα 
αυτοσωμικά χρωμοσώματα. Στα θηλυκά είναι 2Χ/2Α και στα αρσενικά είναι Χ/2Α (Χ το Χ 
χρωμόσωμα και Α μια απλοειδής σειρά χρωμοσωμάτων).  O λόγος Χ/Α έχει περισσότερο 
προγνωστικό παρά ενεργό καθοριστικό ρόλο στο καθορισμό του φύλου, έτσι ώστε 
φυλοκαθοριστικό λόγο να έχει ο αριθμός  των Χ χρωμοσωμάτων αντί του λόγου Χ/Α (Erickson 
& Qunintero, 2007). 
Στη Drosophila ανάλογα με το πρωταρχικό σήμα – αναλογία Χ/Α – ενεργοποιείται 
(2Χ/2Α) ή απενεργοποιείται (1Χ/2Α) το γονίδιο κλειδί (sex lethal gene) και οδηγεί στη 
δημιουργία θηλυκών και αρσενικών αντίστοιχα. Αυτό το γεγονός συμβαίνει νωρίς στην 
εμβρυογένεση αμέσως μετά το στάδιο του βλαστοδέρματος. Το Υ χρωμόσωμα δεν έχει 
φυλοκαθοριστική λειτουργία αλλά είναι απαραίτητο για την ανδρική γονιμότητα (Bopp et al, 
1991). Το γονίδιο sxl ελέγχει το σωματικό φυλοκαθορισμό, την αντιστάθμιση δόσεως και την 
ωογένηση. Το γονίδιο sxl ελέγχει το μάτισμα του πρώιμου mRNA του γονιδίου tra, το οποίο 
μεταγράφεται και στα δύο φύλα. Το πρώιμο mRNA του γονιδίου tra έχει δύο διαφορετικούς 
τρόπους εναλλακτικού ματίσματος στο 3΄ άκρο, με τον ένα να είναι ειδικός για τη δημιουργία 
θηλυκού και τον άλλο να μην είναι ειδικός για τον καθορισμό του φύλου. Το προϊόν του γονιδίου 
tra ελέγχει το μάτισμα του πρώιμου mRNA του γονιδίου doublesex (dsx). Το γονίδιο αυτό 
μεταγράφεται και στα δύο φύλα αλλά παράγει διαφορετικές πρωτεΐνες στα θηλυκά και στα 
αρσενικά οι οποίες ελέγχουν την ενεργότητα των τελικών γονιδίων στόχων που ενέχονται στην 
φυλετική διαφοροποίηση (Εικ. 1.4).  
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Εικ. 1.4: Η αλληλουχία αντιδράσεων του συστήματος φυλοκαθορισμού στη Drosophila melanogaster 
 
1.9.2 Άλλα έντομα 
Σε άλλα είδη το ετεροχρωμικό φύλο φέρει τους αρρενοκαθοριστικούς παράγοντες στο Υ 
χρωμόσωμα. Αυτό συμβαίνει και στα είδη της οικογένειας Tephitidae και στα είδη γένους 
Musca. Σε μερικούς πληθυσμούς Musca οι αρρενοκαθοριστικοί παράγοντες μπορεί παρόλα αυτά 
να βρίσκονται σε ένα από τα αυτοσωμικά χρωμοσώματα. Σε όλα αυτά τα παραδείγματα, το 
θηλυκό άτομο είναι το ομοχρωμικό φύλο ΧΧ και το αρσενικό το ετεροχρωμικό ΧΥ. Παρόλα 
αυτά υπάρχουν έντομα, στα οποία το αρσενικό είναι το ομοχρωμικό φύλο ΖΖ και το θηλυκό το 
ετεροχρωμικό ΖW (Ezaz et al., 2006). Σε άλλα είδη η χρωμοσωμική διαφορά μεταξύ αρσενικού 
και θηλυκού βασίζεται στην απλοειδία ή τη διπλοειδία. 
 Στα περισσότερα γένη το φύλο ενός ατόμου καθορίζεται κατά τη γονιμοποίηση, όπως για 
παράδειγμα στα Ceratitis, Bactrocera και Musca, όπου η χρωμοσωμική σύσταση του ζυγωτού 
καθορίζεται από τη χρωμοσωμική σύσταση των γαμετών (Bull, 1993). Παρόλα αυτά σε άλλα 
γένη οι φυλοκαθοριστικές χρωμοσωμικές διαφορές ανακύπτουν από την εξειδικευμένη 
συμπεριφορά των φυλετικών χρωμοσωμάτων κατά τη διάρκεια των πρώτων σταδίων της 
εμβρυονικής ανάπτυξης. Η εξάλειψη φυλετικών χρωμοσωμάτων ως μηχανισμός φυλετικού 
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καθορισμού είναι ξεκάθαρη στην οικογένεια Sciara (Sciaridae) στο οποίο όλοι οι ζυγώτες 
ξεκινούν με σύσταση 3Χ/2Α, με την απώλεια του ενός ή των δύο πατρικών Χ χρωμοσωμάτων να 
καθορίζει το κατά πόσο το ζυγωτό θα είναι θηλυκό  (2Χ/2Α) ή αρσενικό (Χ0/2Α). Στο γένος 
Coddis (Hemiptera) η εξάλειψη ή ο ετεροχρωματινισμός όλων των πατρικών χρωμοσωμάτων 
παράγει λειτουργικούς διπλοειδείς ή απλοειδείς ζυγώτες οι οποίοι αναπτύσσονται σε θηλυκά ή 
αρσενικά αντίστοιχα. Τέλος, το περιβάλλον ενός εντόμου μπορεί να λειτουργήσει ως καθοριστής 
φύλου (Gerbi, 1986). Η αναλογία που καθορίζει το φύλο σε μερικά είδη Sciara εξαρτάται από τη 
θερμοκρασίας στην οποία αναπτύσσονται τα έμβρυα. 
 Σε γονιδιακό επίπεδο το φύλο ελέγχεται από ένα ή περισσότερους γονιδιακούς τόπους. 
Κλασσικό παράδειγμα φυλοκαθορισμού βασιζόμενου σε ένα μοναδικό γονιδιακό τόπο με αρκετά 
αλληλόμορφα είναι στη μέλισσα Apis mellifera. Ετεροζυγώτες, για τον γονιδιακό τόπο που 
καθορίζει το φύλο, είναι φυσιολογικά γόνιμα θηλυκά, ενώ τα ομόζυγα διπλοειδή ζυγωτά 
αναπτύσσονται σε στείρα αρσενικά. Τα απλοειδή είναι ημιζυγωτικά στο γονιδιακό τόπο που 
καθορίζει το φύλο και αναπτύσσονται σε λειτουργικά αρσενικά. Η καλλιφόρος Chrysomya 
rufifacies αποτελεί παράδειγμα μητρικού φυλοκαθορισμού κατά τον οποίο δεν υπάρχει 
ετερομορφισμός των φυλετικών χρωμοσωμάτων, δηλαδή το φύλο του ζυγωτού καθορίζεται 
αποκλειστικά από το γονότυπο της μητέρας. Σε αυτό το έντομο υπάρχουν δύο τύποι θηλυκών 
ατόμων, αυτά που γεννάνε αποκλειστικά θηλυκούς απογόνους (gynogenic) και αυτά που γεννάνε 
μόνο αρσενικούς απογόνους (androgenic). Τα πρώτα είναι ετερόζυγα ως προς το γονίδιο F – το 
γονίδιο αυτό κωδικοποιεί ένα μητρικό παράγοντα που συσσωρεύεται στα ωοκύτταρα κατά την 
ωογένεση και επιβάλλει την ανάπτυξη θηλυκών ζυγωτών. Τα ανδρογονικά θηλυκά και τα 
αρσενικά είναι ομόζυγα για το υπολειπόμενο f αλληλόμορφο το οποίο δεν κωδικοποιεί τον 
μητρικό παράγοντα (Muller et al, 1995). 
 Παρά τη φαινομενική ποικιλία των μηχανισμών φυλοκαθορισμού, όλα τα έντομα και 
φυσικά ο δάκος, βασίζονται στην ίδια στρατηγική. Απαραίτητα σε αυτήν είναι η παρουσία ένα 
πρωταρχικό γενετικό σήμα, διαφορετικό σε αρσενικά και θηλυκά, ένα γονίδιο κλειδί που 
ανταποκρίνεται στο πρωταρχικό σήμα και ένα γονίδιο τύπου διπλού διακόπτη, το οποίο επιλέγει 
μεταξύ των δύο φύλων  (Scutt et al, 2000). 
 Το σύστημα αυτό περιγράφεται στην (Εικ. 1.5) όπου τα αρσενικά άτομα είναι ετερόζυγα 
για τον μοναδικό γενετικό τόπο Μ, που παίζει το ρόλο του φυλοκαθοριστή και φέρει ένα ζευγάρι 
ομόλογων φυλετικών χρωμοσωμάτων. Στα αρσενικά άτομα που φέρουν το Μ αλληλόμορφο του 
Μ γονιδίου (επικρατής αρσενικός καθοριστής), ο παράγοντας αρρενοποίησης Μ ρυθμίζει 
αρνητικά τη δράση του F, το οποίο στη συνέχεια ενεργοποιεί το GDS στην αρσενική κατάσταση.  
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Εικ. 1.5: Το μοντέλο φυλοκαθορισμού στα δίπτερα. 
  
Στα θηλυκά άτομα, εξαιτίας της απουσίας του Μ αλληλόμορφου, το F ρυθμίζεται θετικά 
από τα μητρικά προϊόντα mp, τα οποία είναι ικανά να ενεργοποιήσουν το GDS στην θηλυκή 
κατάσταση. Στο συγκεκριμένο μοντέλο το γονίδιο F είναι ενεργό στα θηλυκά άτομα και 
ανενεργό στα αρσενικά (Nothiger and Steinemann Zwicky 1985 και Dubendorfer et al, 1992). 
Μια μεταλλαγή σε οποιαδήποτε από αυτά τα τρία στοιχεία μπορεί να οδηγήσει στην 
παραγωγή διαφορετικών μηχανισμών φυλοκαθορισμού. Πέραν του ενδιαφέροντος για 
συγκριτική αναπτυξιακή ανάλυση, οι μελέτες για τον φυλοδιαχωρισμό των γονιδίων στα έντομα 
οικονομικής σημασίας, όπως το Bactrocera oleae, είναι ενδεχομένως χρήσιμα και για έλεγχο των 
εντόμων. Επομένως, ένα διαγονιδιακό στέλεχος, που θα επέτρεπε την παραγωγή και τη στείρωση 
των αρσενικών μόνο ατόμων, θα μπορούσε να είναι πιο πολύτιμο για την προσπάθεια βελτίωσης 
της μεθόδου SIT (Hendrichs et al. 1995). 
 
Η μέθοδος στείρων εντόμων (Sterile Insect Technique, SIT) 
Η τεχνική στείρων εντόμων (Sterile Insect Technique, SIT) είναι μια ειδοειδική και 
φιλική προς το περιβάλλον τεχνική η οποία βασίζεται στη μαζική απελευθέρωση μεγάλου 
αριθμού στειρωμένων με ακτινοβόληση ατόμων (Kniping, 1959). Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη 
μαζική εκτροφή, τη στείρωση (με ακτίνες Χ ή γ) και τις επαναλαμβανόμενες απελευθερώσεις 
στείρων αρσενικών εντόμων. Έτσι, τα θηλυκά έντομα στη φύση που θα ζευγαρώσουν με τα 
στείρα αρσενικά δεν θα αφήσουν απογόνους, με αποτέλεσμα τη σταδιακή μείωση του 
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πληθυσμού. Η τεχνική αυτή μπορεί να βρει εφαρμογή εκτός από τα γεωργικά παράσιτα και σε 
περιπτώσεις εντόμων που είναι φορείς ασθενειών, όπως για παράδειγμα το κουνούπι Anopheles 
gambiae του οποίου τα θηλυκά άτομα είναι φορείς του παρασίτου Plasmodium Falciparum, που 
είναι υπεύθυνο για την ελονοσία. 
Ένα από τα προβλήματα της SIT  είναι το γεγονός, ότι τα στείρα αρσενικά και θηλυκά 
άτομα που απελευθερώνονται στο περιβάλλον μαζί παρουσιάζουν την τάση να ζευγαρώνουν 
μεταξύ τους και όχι με τα γόνιμα άτομα του πληθυσμού.  Ως συνέπεια η αποτελεσματικότητα της 
μεθόδου μειώνεται λόγω μείωσης του ποσοστού των διασταυρώσεων: στείρα x γόνιμα άτομα.  
Επιπλέον, τα στείρα θηλυκά άτομα εξακολουθούν να προκαλούν φθορές στα φρούτα με τον 
ωοαποθέτη τους δημιουργώντας ταυτόχρονα και εστίες μικροβιακών μολύνσεων στους καρπούς.  
Στο πλαίσιο βελτίωσης της τεχνικής προτάθηκε η απελευθέρωση μόνο αρσενικών ατόμων και 
έγιναν προσπάθειες για τη δημιουργία στελεχών γενετικού διαχωρισμού του φύλου (GSS: 
Genetic Sexing Strains) από τα οποία είναι δυνατόν να προκύψουν μόνο αρσενικά άτομα κάτω 
από περιοριστικές περιβαλλοντικές συνθήκες ή στελέχη στα οποία είναι εύκολη η διάκριση των 
δυο φύλλων και ως εκ τούτου ο διαχωρισμός, των αρσενικών από τα θηλυκά άτομα σε κάποιο 
στάδιο πριν την εκκόλαψη των ενηλίκων.  
   
1.9.3 Γονίδια φυλοκαθορισμού στο Bactrocera oleae 
Το γονίδιο sxl του Bactrocera oleae (BoSxl) εκφράζει το ίδιο μοτίβο μεταγράφων που 
κωδικοποιούν ένα μοναδικό πολυπεπτίδιο κοινό σε αρσενικά και θηλυκά άτομα. Το γονίδιο 
παρουσιάζει μεγάλο βαθμό ομοιότητας σε ακολουθία και έκφραση με το ορθόλογο του Ceratitis 
capitata και δεν φαίνεται να παίζει καθοριστικό ρόλο στην φυλοκαθοριστική ακολουθία. Το 
γονίδιο dsx του Bactrocera oleae εκτείνεται σε μια περιοχή του χρωμοσώματος μεγαλύτερη από 
50 kb, με 6 εξόνια και 5 ιντρόνια, παράγοντας διαφορετικά φυλοειδικά mRNA, σε σχέση με το 
μοντέλο της Drosophila. Οι ακολουθίες της βιβλιοθήκης cDNA είναι σχεδόν ταυτόσημες με 
αυτές του ορθόλογου του Bactocera tryoni. Στη μη μεταφραζόμενη περιοχή του θηλυκοειδικού 
εξονίου 4 βρέθηκαν τέσσερα επαναλαμβανόμενα στοιχεία ταυτόσημα με τις περιοχές πρόσδεσης 
των TRA/TRA2 της D. melanogaster, φανερώνοντας ένα κοινό μηχανισμό ματίσματος σε όλα τα 
υπό μελέτη είδη δίπτερων (Lagos et al, 2005).   
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1.10  Υ χρωμόσωμα 
 
1.10.1 Δομή του Υ χρωμοσώματος 
 Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 1.7, το Υ χρωμόσωμα του δάκου είναι το μικρότερο σε 
μέγεθος και έχει το σχήμα τελείας.  Ένα πολύ μικρό μέρος του Υ χρωμοσώματος αποτελείται 
από ενεργά γονίδια, όπως είναι τα γονίδια που κωδικοποιούν rRNA, οι παράγοντες γονιμότητας 
καθώς και ο παράγοντας αρρενοποίησης. Παρόλα αυτά το μεγαλύτερο μέρος του αποτελείται 
από ετεροχρωματικές περιοχές, που συνθέτονται από πολλαπλά αντίγραφα μεταθετών στοιχείων. 
 Τα τρανσποζόνια (ΤΕ) είναι κινητά γενετικά στοιχεία που καταλαμβάνουν το 
μεγαλύτερο ποσοστό των ευκαρυωτικών γονιδιωμάτων (Finnegan 1989). Τα ΤΕ μπορούν να 
κατηγοριοποιηθούν σε δύο κύριες κατηγορίες σύμφωνα με τον μηχανισμό της μετάθεσης. Τα 
DNA τρανσποζόνια κινούνται διαμέσου ενός μηχανισμού αποκοπής – επικόλλησης δίχως να 
περιλαμβάνει αντιγραφή του DNA παρόλο που τα ρετροτρανσποζόνια μετατοπίζονται χάρη στην 
αντίστροφη μεταγραφή ενός RNA (Berg & Howe 1989, McDonald 1993). Τα 
ρετροτρανσποζόνια διαιρούνται περαιτέρω σε LTR και μη LTR, με ένα μακρύ άκρο 
επαναλήψεων (Finnegan 1989).  Τα στοιχεία αυτά μοιάζουν να είναι εγωιστικό DNA, τα οποία 
παραμένουν σταθερά στο γονιδίωμα εξαιτίας της ικανότητας τους να υφίστανται αντιγραφή των 
μεταθέσεων τους (Charlesworth & Langley 1989). 
 Η ετεροχρωματίνη είναι μια περιοχή έλλειψης ή καταστολής ανασυνδυασμού (Baker 
1958). Τα ΤΕ έχουν βρεθεί να είναι συσσωρευμένα στο μη ανασυνδυσμένο ετεροχρωμικό Υ 
χρωμόσωμα στη D. melanogaster και D. simulans (Junakonic et al. 1998), όπως επίσης και σε 
άλλες περιοχές του γονιδιώματός της (Charlesworth et al., 1994, Pimpinelli et al. 1995). Η 
ετεροχρωματίνη συνιστά μια δεξαμενή ανενεργών γονιδίων συγκρινόμενη με τις ευχρωματικές 
περιοχές (Hillinker et al., 1980, Cold Spring Harbor Laboratory 2000). Για παράδειγμα στο Υ 
χρωμόσωμα της D. melanogaster, έχουν ταυτοποιηθεί λιγότερα από είκοσι γονίδια (Carvalho et 
al., 2000, Carvalho et al. 2001). Οπότε τα ΤΕ θα μπορούσαν να συσσωρευτούν στο Υ 
χρωμόσωμα ή σε άλλες ετεροχρωματικές περιοχές λόγου του ότι υπάρχουν λιγότερα γονίδια και 
επομένως τα ένθετα στοιχεία είναι λιγότερο πιθανόν να έχουν επιβλαβείς επιδράσεις σε αυτά.  
Έχουν ταυτοποιηθεί μοναδικές επαναλαμβανόμενες DNA αλληλουχίες στο Υ 
χρωμόσωμα, χωρίς όμως αυτό να σημαίνει ότι δεν μπορούν να εντοπίζονται μοναδικά αντίγραφα 
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επαναλαμβανομένων αλληλουχιών και οπουδήποτε αλλού μέσα στο γονιδίωμα. Οι Υ-ειδικές 
αλληλουχίες είναι μικρού μεγέθους – περίπου 20bp – και εμφανίζουν υψηλό αριθμό αντιγράφων, 
περισσότερα από 1000. 
 Τα νέο-Υ χρωμοσώματα δείχνουν μια αυξημένη πληθώρα σε ετεροχρωματίνη και 
επαναλαμβανόμενο DNA (Steinemann 1982, Steinemann & Steinemann 1992, 2001). Οπότε 
αυτά τα δύο μπορούν να αποτελέσουν δείκτη ανίχνευσης Υ-ειδικών αλληλουχιών για την 
επίτευξη του διαχωρισμού των αρσενικών και θηλυκών ατόμων στα πρώτα τους στάδια 
ανάπτυξης. 
 
1.10.2  Τα βασικά χαρακτηριστικά των Υ χρωμοσωμάτων  
 Τα Υ χρωμοσώματα παρουσιάζουν ενδιαφέρον για πολλούς λόγους. Καταρχάς, 
εμφανίζεται συχνά η περίπτωση με τα ετερομορφικά φυλετικά χρωμοσώματα όπως είναι το Υ, 
όπου οι συμβατικοί κανόνες ενός χρωμοσώματος ζευγαρωμένου και ανασυνδυασμένου όπως 
παρουσιάζεται από τα αυτοσωμικά, δε μπορεί να εφαρμοσθεί. Γενικά υπάρχει μια αξιοσημείωτη  
διαφορά στο σχετικό μέγεθος και στον συνδυασμό γονιδίων των φυλετικών χρωμοσωμάτων, 
τόσο σημαντική ώστε τις περισσότερες φορές, μόνο επιλεγμένες περιοχές αυτών των 
χρωμοσωμάτων να διατηρούν ακόμη ορθό ζευγάρωμα και διασταύρωση και μετά το πέρας της 
μείωσης. Επιπλέον, σε μερικά είδη που περιέχουν το Υ χρωμόσωμα έχει βρεθεί ότι 
κληρονομούνται αποκλειστικά από ένα φύλο.  
 Ακόμα, εκτός από το γεγονός ότι είναι συχνά κατά ένα μεγάλο εύρος χωρίς 
«παραδοσιακά» γονίδια, όπως είναι ισοδύναμα αλληλόμορφα γονιδίων συνδεδεμένα στο Χ, τα Υ 
χρωμοσώματα συχνά φέρουν γονίδια τα οποία είναι κρίσιμα για λειτουργίες όπως είναι ο 
φυλετικός καθορισμός ή  και η γονιμότητα (Lai J.S. 2002). 
 
1.10.3  Προέλευση Υ χρωμοσώματος 
Έχουν προταθεί διάφορα μοντέλα για τον εκφυλισμό του πρώτο-Υ χρωμοσώματος χωρίς 
όμως ακόμη να υπάρχει η δυνατότητα επιβεβαίωσής τους. Ένας λόγος για την ανεπάρκεια 
δοκιμών είναι ότι τα πιο συνήθη και λεπτομερώς εξετασμένα συστήματα για τα φυλετικά 
χρωμοσώματα, όπως αυτών της Drosophila και των θηλαστικών, είναι πολύ παλιά και δίνουν 
πολύ λίγες ενδείξεις για την εξελικτική τους προέλευση. Ταυτόχρονα, γνωρίζουμε λίγα  για τα Υ 
χρωμοσώματα από πιο πρόσφατες πηγές, όπως είναι αυτά των διετών φυτών (Westergaard 1958, 
Charlesworth & Guttman 1999), ή για συστήματα νέο-Υ χρωμοσωμάτων στα οποία η 
συγχώνευση ή η εκτόπιση μεταξύ ενός αυτοσωμικού ή φυλετικού χρωμοσώματος έχει 
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δημιουργήσει ένα νέο χρωμοσωμικό βραχίονα ο οποίος πρέπει να υποστεί τις ίδιες εξελικτικές 
πιέσεις με τα Υ χρωμοσώματα (Lucchesi 1978, Charlesworth 1996a, Steinemann & Steinemann 
1998). 
Οι μηχανισμοί που οδηγούν στον εκφυλισμό του Υ χρωμοσώματος αποτελούν ακόμα και 
σήμερα πεδίο έρευνας των εξελικτικών βιολόγων.  Αρκετές θεωρίες έχουν  αναπτυχθεί  σχετικά 
με τις αιτίες που προκαλούν τον εκφυλισμό όπως το μοντέλο του οδοντωτού τροχού της Muller 
(Muller’w ratchet). H Muller ισχυρίζεται ότι σε κάποιο σημείο το Y απέτυχε να ανασυνδυαστεί 
με το X και ότι αυτό συνέχισε να αποτυγχάνει να υποβληθεί σε ανασυνδυασμό, μετατρέποντας 
το χρωμόσωμα σε μια "μόνιμα ετερόζυγη" κατάσταση (Charlesworth, 1978). H έλλειψη 
ανασυνδυασμού επέτρεψε την καθιέρωση επερχόμενων μεταλλάξεων στο Υ, κάποιες από τις 
οποίες προκάλεσαν απώλεια λειτουργίας.  
  Δυο άλλες θεωρίες είναι της επιλογής υποστρώματος (Background selection) και 
φαινομένου ‘’Hill Roberston’’ της ασθενούς επιλογής. Τα μοντέλα αυτά υποστηρίζουν ότι μια 
ουδέτερη ή ασθενώς επιλεγόμενη μεταλλαγή η οποία αυξάνεται σε ένα μεγάλο πληθυσμό που 
δεν υφίσταται εξελικτικές πιέσεις, όπως είναι ο γενετικός ανασυνδυασμός, έχει μια μη μηδενική 
πιθανότητα να επιβιώσει, μόνο εάν εδραιωθεί αυθόρμητα σε ένα χρωμόσωμα μια σταθερή και 
επιβλαβής μετάλλαξη (Fisher 1930, Charlesworth 1994, Peck 1994 και Barton 1995).  
Μια ακόμη θεωρία είναι το μοντέλο συμπαράσυρσης (hitchhiking) επιβλαβών 
αλληλομόρφων συνδεδεμένων με επιλεγόμενες μεταλλάξεις. Οι Maynard Smith and Haigh 
(1974) υπήρξαν οι πρώτοι που μελέτησαν το φαινόμενο εξάπλωσης μιας μεμονωμένης 
μετάλλαξης σε συνδεδεμένους ουδέτερους γενετικούς τόπους. Είναι φανερό ότι όταν υπάρχει 
διασύνδεση μεταξύ δύο γενετικών τόπων, όπως αυτών που υπάρχουν σε ένα πρώτο-Υ 
χρωμόσωμα, η "επιλεγόμενη σάρωση" για ένα προτιμητέο αλληλόμορφο θα εξαλείφει όλη την 
ποικιλότητα στον ουδέτερο γενετικά τόπο' ουδέτερη ποικιλότητα ή σχεδόν ουδέτερη θα 
ανακτηθεί μόνο πολύ αργά, καθώς νέες παρεκκλίσεις θα προστεθούν και θα συσσωρευτούν σε 
υψηλές συχνότητες. Επίσης, επιλογικές σαρώσεις σε ένα μη ανασυνδυασμένο γενετικά 
γονιδίωμα μπορούν να εξισορροπήσουν την στερεοτυπική συμπεριφορά που παρουσιάζουν τα 
μεταλλαγμένα αλληλόμορφα στην προτιμητέα μετάλλαξη, έτσι ώστε οι υιοθετημένες 
αντικαταστάσεις σε ένα πρώτο-Υ χρωμόσωμα να οδηγούν στην εγκαθίδρυση επιβλαβών 
μεταλλάξεων σε πολλούς γενετικούς τόπους, συμβάλλοντας στην εκφύλιση του (Rice, 1987). Το 
γεγονός, όμως, ότι αυτές οι προτιμητέες μεταλλάξεις πρέπει να είναι σταθερά επιλεγόμενες σαν 
επιβλαβείς μεταλλάξεις και γενετικά απομονωμένες σε ένα υπόβαθρο ούτως ώστε να έχουν μια 
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καλή πιθανότητα να εγκαθιδρυθούν όταν δεν υπάρχει γενετικός ανασυνδυασμός (Peck, 1994), 
καθιστά τον μηχανισμό αυτό αμφισβητήσιμο (Charlesworth, 1996a).   
Σε όλες τις θεωρίες γίνεται σαφές ότι στον εκφυλισμό εμπλέκεται η μείωση του 
δραστικού μεγέθους του πληθυσμού σαν αποτέλεσμα των επιλεκτικών φαινομένων που 
λαμβάνουν χώρα σε περιοχές μειωμένου ανασυνδυασμού, με επακόλουθο την ασθενή επίδραση 
της φυσικής επιλογής. 
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2.  ΣΚΟΠΟΣ 
 
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη τεσσάρων περιοχών του γενετικού υλικού 
του δάκου της ελιάς που φαίνονται να εμφανίζονται μόνο στα αρσενικά έντομα και η ανάδειξη 
αυτών πιθανών αρρενοειδικών διαγνωστικών δεικτών. Στα πλαίσια αυτού του στόχου 
μελετήσαμε τρεις διαφορετικούς πληθυσμούς έναν εργαστηριακό και δυο αγρίους πληθυσμούς, 
τέσσερα αρσενικά και τέσσερα θηλυκά έντομα από κάθε πληθυσμό. 
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3.  ΜΕΘΟΔΟΙ  ΚΑΙ  ΥΛΙΚΑ 
 
 
3.1 Γενετικό υλικό 
 
Για τη μελέτη μας χρησιμοποιήσαμε γενετικό υλικό εντόμων που προέρχονταν από τρεις 
διαφορετικούς πληθυσμούς, ενός εργαστηριακού και δυο αγρίων πληθυσμών. 
 Εργαστηριακός πληθυσμός 
Ο εργαστηριακός πληθυσμός προήλθε από  Εργαστήριο Μοριακής και Γονιδιωματικής του 
Τμήματος Βιοχημείας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας.  Αποτελεί αποικία του Εργαστηρίου 
Εντομολογίας του ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος» με κωδικό ΑΤ. Η εκτροφή του εντόμου διατηρείται σε θάλαμο 
σταθερής θερμοκρασίας 23οC ± 2 οC, σχετικής υγρασίας 65% ± 5 και φωτοπερίοδο 12:12 (φως: 
σκοτάδι). 
 Άγριος πληθυσμός 
Έντομα δάκου συλλέχθηκαν από τις περιοχές  Πτελεός Ν. Πιερίας και Αγριάς Ν. Μαγνησίας. Τα 
έντομα διατηρούνταν σε αιθανόλη στους 4 οC.  
 
  
3.2 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από έντομα Bactrocera οleae (DNA 
extraction) 
 
 Η μέθοδος περιλαμβάνει την ομογενοποίηση των ιστών του εντόμου, τη λύση των κυττάρων, 
την κατακρύμνιση κυτταρικών υπολειμμάτων και πρωτεϊνών παρουσία αλάτων και τελικά την ανάκτηση 
του DNA μετά από κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη. 
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 Μεθοδολογία 
1.  Σε σωληνάκι τύπου eppendorf τοποθετείται ένα ενήλικο άτομο δάκου και με τη βοήθεια ειδικού 
εμβόλου (pestle), ομογενοποιείται σε 400 μl Διαλύματος Λύσης Πυρήνων (Nuclei Lysis Solution) που 
διατηρείται σε πάγο. 
2. Το ομογενοποίημα επωάζεται στους 65ο C για 25 λεπτά. 
3. Το διάλυμα αφήνεται να επανέλθει σε θερμοκρασία δωματίου, και έπειτα προστίθενται σε αυτό 
135 μl Διαλύματος Κατακρήμνισης Πρωτεϊνών (Protein Precipitation Solution), μετά από ισχυρή 
ανάδευση ακολουθεί επώαση σε πάγο για 5 λεπτά. 
4. Στη συνέχεια, το μείγμα φυγοκεντρείται σε 14,000 g 5 λεπτά και το υπερκείμενο μεταφέρεται σε 
νέο σωληνάκι eppendorf.   
5. Προστίθενται 400 μl ισοπροπανόλης και μετά από ήπια ανάδευση, ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 
14,000 g για 5 λεπτά. 
6. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα εκπλένεται με 500 μl παγωμένης αιθανόλης 70% και 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 2 λεπτά. 
7. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και ακολουθεί εξάτμιση του διαλύτη σε θερμοκρασία δωματίου.  
8. Το γονιδιωματικό DNA λαμβάνεται ως ίζημα, το οποίο επαναδιαλύεται σε 100 ml Διαλύματος 
Ενυδάτωσης DNA (DNA Rehydration solution) και επωάζεται στους 65ο C  για 1 ώρα. 
9. Τα δείγματα γονιδιωματικού DNA διατηρούνται  στους 4ο C ή στους -20ο C. 
 
 
3.3  Σχεδιασμός εκκινητών 
 
Χρησιμοποιώντας τις αλληλουχιές που προέκυψαν από τη σύγκριση αρσενικών και θηλυκών 
εντόμων σχεδιάστηκαν εκκινητές (2 ανά περιοχή). Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν με βάση το 
βιοπληροφορικό πρόγραμμα Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).  
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Όνομα Εκκινητή Αλληλουχία εκκινητή Tm  Προϊόν 
sc2505-9158_F ATC TCA GGG CTA CTT GAC CG 60 800 
sc2505-9158_R ATT GAA CGA CAT GTT CCG GC 
sc2505-8315_F CGT TTA CAC ATT GCT GGG GC 65 800 
sc2505-8315_R CGT TTT TCG TCT ACG GGC CT 
sc4083-4304_F TCT TTT GCT TAT GCG TGG TGC 65 800 
sc4083-4304_R AGC TCG TAG ACG AAA ACC CG 
sc4083-2010_F TGA CGC ATT GAG CTC CTT CA 65 800 
sc4083-2010_R CTG TAA ATC AGC GGT GGC CT 
sc24980-872_F TGA GAT TTC TTT CCC ACA CAA TTT 60 800 
sc24980-872_R ATG CCA CGC AGC CCA AA 
sc6068-10503_F CAT TTG CGG CCG GAA CTT AC 60 800 
sc6068-10503_R CGG CGG ATC CGA CAA ATG AG 
sc6068-237_F TGC AGT TAC CAA AAC AAA TTT AGG 
A 
60 200 
sc6068-237_R ACC TTT CGA ATC ATC ATA TCA CAC 
T 
 
 
3.4  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)  αποτελεί μια εξαιρετικά διαδεδομένη τεχνική στη 
μοριακή βιολογία.  Είναι μια βιοχημική μέθοδος που αναπτύχθηκε το 1986 από τον Kary  Mullis.  Η 
PCR χρησιμοποιείται για τον ενζυμικό πολλαπλασιασμό ενός ή λίγων αντιγράφων μιας στοχευμένης  
νουκλεοδοτικής αλληλουχίας  DNA, παράγοντας χιλιάδες έως εκατομμύρια αντίγραφα του κομματιού 
αυτού.  Σήμερα αποτελεί μια από τις πιο δημοφιλής μεθόδους που χρησιμοποιείται σε μια πλειάδα 
περιπτώσεων όπως η διάγνωση ασθενειών, η κλωνοποίηση, η αλληλούχηση και η γενετική φυλογένεση. 
Η PCR βασίζεται σε θερμικούς κύκλους, οι οποίοι περιλαμβάνουν μια σειρά 
επαναλαμβανόμενων εναλλαγών θερμοκρασίας.  Αρχικά, με αύξηση της θερμοκρασίας πετυχαίνεται η 
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αποδιάταξη του δίκλωνου DNA.  Στη συνέχεια, με μείωση της θερμοκρασίας ο κάθε κλώνος 
χρησιμοποιείται ως εκμαγείο για την DNA πολυμεράση, η οποία θα πολλαπλασιάσει επιλεκτικά το DNA 
στόχο.  Η επιλεκτικότητα αυτή είναι αποτέλεσμα της χρήσης εκκινητών (primers) συμπληρωματικών 
προς την περιοχή DNA που στοχεύεται υπό συγκεκριμένες συνθήκες θερμοκρασίας.  Κατ’ αυτόν τον 
τρόπο και μέσω της επανάληψης των κύκλων η αλληλουχία στόχος πολλαπλασιάζεται με εκθετικό 
ρυθμό. 
Κάθε πρόγραμμα PCR χωρίζεται σε έξι στάδια: 
Στάδιο Θερμοκρασία Χρόνος Κύκλος 
Εκκίνησης 94
ο
 C 1-9 min 1 
Αποδιάταξη 94
o
 C 20-30 sec 30 κύκλοι 
Υβριδισμός Ta(Tm – 5 o C) 20-40 sec 
Επιμήκυνση 72
o
 C 1kb/sec 
Τελική επιμήκυνση 72
o 
C 4-15 min 1 
Διατήρηση 4
o
 C - - 
 
I) Στάδιο εκκίνησης  (Initialization step): 
Θέρμανση της αντίδρασης στους 94-95ο C για 1-9 λεπτά για την ενεργοποίηση της DNA 
πολυμεράσης. 
II) Στάδιο αποδιάταξης (Denaturation step): 
Σε αυτό το στάδιο ξεκινά ο πρώτος κύκλος της αντίδρασης με θέρμανση στους 94-95οC για 20-
30 δευτερόλεπτα.  Το DNA αποδιατάσσεται με το σπάσιμο των δεσμών υδρογόνου μεταξύ των 
συμπληρωματικών βάσεων παρέχοντας μονόκλωνα μόρια. 
III) Στάδιο υβριδοποίησης (Annealing step): 
Μείωση της θερμοκρασίας της αντίδρασης στους 50-65οC για 20-40 δευτερόλεπτα, ώστε να 
επιτραπεί η υβριδοποίηση των εκκινητών στα μονόκλωνα μόρια.  Η θερμοκρασία αυτή ονομάζεται Tan 
και είναι ειδική για κάθε ζεύγος εκκινητών (3-5 βαθμοί χαμηλότερη από το Τm των εκκινητών που 
χρησιμοποιούνται) (Thein & Wallace, 1986). 
IV) Στάδιο επιμήκυνσης (Extrension/elongation step): 
Η θερμοκρασία σε αυτό το στάδιο εξαρτάται από τη DNA πολυμεράση που χρησιμοποιείται.  
Συνήθως κυμαίνεται από 72-74οC.  Αυτό είναι το στάδιο που η DNA πολυμεράση συνθέτει τον 
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συμπληρωματικό κλώνο για κάθε μονόκλωνο κομμάτι προσθέτοντας το κατάλληλο νουκλεοτίδιο κάθε 
φορά.  Εδώ τελειώνει και ο πρώτος κύκλος της αντίδρασης. 
V) Στάδιο τελικής επιμήκυνσης (Final elongation): 
Μετά από τον τελευταίο κύκλο η αντίδραση παραμένει στους 70-74οC για 4-15 λεπτά, ώστε όλα 
τα μονόκλωνα κομμάτια να προλάβουν  να γίνουν δίκλωνα. 
VI) Στάδιο διατήρησης (Final hold): 
Ψύξη στους 4οC  επ’ αόριστον για διατήρηση μικρής χρονικής περιόδου.  
Ο αριθμός των κύκλων (τα στάδια II-IV) αποτελούν ένα κύκλο με βάση το μέγεθος της 
αλληλουχίας που στοχεύεται και κυμαίνεται από 30-35 κύκλους.   
 
Τα υλικά που χρησιμοποιούνται στην αντίδραση είναι: 
 Το DNA στόχο. 
 Οι εκκινητές (Forward και Reverse).  Τμήματα δηλαδή, μονόκλωνου DNA        που υβριδίζουν 
σε συγκεκριμένο σημείο του DNA στόχου.  Είναι ολιγονουκλεοτίδια και έχουν συνήθως μήκος 15 – 20 
νουκλεοτιδίων ο καθένας.  Πρέπει να είναι συμπληρωματικοί στις αλυσίδες DNA, αφορούν τις περιοχές 
απ’ όπου αρχίζει το ένζυμο DNA πολυμεράση την σύνθεση της διπλής αλυσίδας του επιθυμητού DNA 
προϊόντος και έχουν την ίδια θερμοκρασία αποδιάταξης.    
 Τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (Deoxynucleotide triphosphates) (dNTPs) που είναι 
απαραίτητα νουκλεοτίδια (ΑΤΡ,ΤΤΡ,CTP, και GTP) για τη σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων 
του DNA.    
 Το ένζυμο DNA  πολυμεράση που είναι μια μορφή θερμοάντοχης DNA πολυμεράσης, η οποία 
έχει απομονωθεί από το βακτήριο Thermus aguaticus (Taq).  Το βασικό χαρακτηριστικό του 
συγκεκριμένου ενζύμου είναι ότι δεν απενεργοποιείται από τις επαναλαμβανόμενες υψηλές 
θερμοκρασίες (93-95ο C) που απαιτούνται για την αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στόχου.  Είναι ένζυμο 
που βοηθάει στην σύνθεση της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας που θα είναι συμπληρωματική της 
προεπιλεγμένης αλληλουχίας DNA μέσω της προσθήκης νουκλεοτιδίων.  Τα νουκλεοτίδια σχηματίζουν 
ζευγάρια βάσεων με τα νουκλεοτίδια από την αρχική αλληλουχία DNA και η DNA πολυμεράση 
δημιουργεί τους δεσμούς που τα ενώνει μεταξύ τους.  Η προσθήκη των νουκλεοτιδίων γίνεται από το 3΄ 
άκρο του εκκινητή (Berg et al, 2002).  Σήμερα με την βοήθεια μεθολογιών της Μοριακής Βιολογίας 
έχουν αναπτυχθεί διάφορα παράγωγα της Taq πολυμεράσης με βελτιωμένα χαρακτηριστικά και 
μεγαλύτερη εξειδίκευση.  Αυτές οι πολυμεράσες δεν επιτρέπουν την λάθος τοποθέτηση βάσεων κατά τη 
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σύνθεση του DNA, εξαιτίας της 3  ΄προς 5΄επιδιορθωτικής ικανότητας που έχουν (proofreading activity).  
H Taq πολυμεράση δεν παρουσιάζει τέτοια ικανότητα και γι’ αυτό υπάρχει πιθανότητα να έχουμε 
παραγωγή προϊόντων με τυχαίες τοποθετήσεις νουκλεοτιδίων στις νέες αλυσίδες DNA (Berg et al, 
2002). 
 Ρυθμιστικό διάλυμα ενζύμου (Buffer) με pH 8,2 κατάλληλο για τη δράση του ενζύμου  
 MgCl2  που περιέχει τα ιόντα Mg
++,  που παίζουν σημαντικό ρόλο στη σύνδεση των εκκινητών 
και στη συνολική ευαισθησία και ειδικότητα της ενζυμικής αντίδρασης. 
Μέθοδος: 
Για την πραγματοποίηση μιας τυπικής αντίδρασης PCR τελικού όγκου 20μl προστίθενται στα 
ειδικά PCR σωληνάκια: 
Υλικά C τελικό Ποσότητα 
DNA 10-40ng 2μL 
Buffer*  1X 2μL 
dNTPs 0,8mM 0,4μL 
εκκινητής  F 0,4-0,6μΜ 0,7μL 
εκκινητής  R 0,4-0,6μΜ 0,7μL 
Taq πολυμεράση 1unit 0,2μL 
ddΗ2Ο  - συμπληρώνει τον όγκο 
 Τελικός όγκος 20μL 
                              
*περιέχει MgCl2 
 
 Αφού εισαχθεί το κατάλληλο πρόγραμμα στον θερμοκυκλοποιητή και καθοριστεί ο τελικός 
όγκος της αντίδρασης, προστίθενται όλα τα υλικά σε κατάλληλα σωληνάκια PCR (PCR eppendorfs).  
Έπειτα τα σωληνάκια τοποθετούνται στον θερμοκυκλοποιητή και αφήνονται να επωάσουν για όση ώρα 
χρειάζεται. 
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3.5  Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
 
 Η ηλεκτροφόρηση αποτελεί μια μέθοδο που χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό, την απομόνωση 
και την ταυτοποίηση μορίων, όπως το DNA (Sambrooketal, 1989).  Τα μόρια του DNA εισάγονται σε 
ειδικές θέσεις εντός του πηκτώματος αγαρόζης, ενός πορώδους μέσου με βασικό συστατικό την 
αγαρόζη, το οποίο είναι τοποθετημένο μέσα σε μια συσκευή που φέρει δυο πόλους για την δημιουργία 
ηλεκτρικού πεδίου (συσκευή ηλεκτροφόρησης).  Αφού εφαρμοστεί το ηλεκτρικό πεδίο το DNA αρχίζει 
να μετακινείται (εντός του gel) προς τον θετικό πόλο της συσκευής λόγω του αρνητικού φορτίου που 
φέρει σε ουδέτερο pH.  Βάσει, λοιπόν, των διαφορών στο μέγεθος  του DNA πραγματοποιείται ο 
διαχωρισμός, με τα μικρότερα σε μέγεθος (ζεύγη βάσεων) δείγματα να μετακινούνται ταχύτερα προς το 
θετικό πόλο. 
 Η οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται μέσω της 
εισαγωγής μιας φθορίζουσας χρωστικής, του βρωμιούχου αιθιδίου, που παρεμβάλλεται εντός της διπλής 
έλικας του DNA και ανιχνεύεται υπό την επίδραση υπεριώδους φωτός.  Επιπλέον, ο υπολογισμός του 
μεγέθους των δειγμάτων μας βασίζεται στη σύγκριση με μάρτυρα γνωστού μοριακού βάρους (ladder), ο 
οποίος αποτελεί ένα μίγμα τμημάτων με διακριτά μοριακά μεγέθη και μετακινείται παράλληλα με το 
DNA στο ηλεκτρικό πεδίο. 
 Υλικά: 
 Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ 5Χ 
 (1L: 54Tris-base, 20mL EDTA 0,5M(pH:8), 27,5g Boric acid) 
 Αγαρόζη 
 Ανιχνευτής (Ladder) 
 Διάλυμα φόρτωσης (Loading buffer) 10x 
(0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης 0,25% κυανούν της ξυλόλης, 15% φικκόλη σε νερό) 
 Βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr) 
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Αγαρόζη 
 Το άγαρ απομονώνεται από φύκη (red algae) και αποτελείται από αγαρόζη και αγαροπηκτίνη. 
 Η αγαρόζη είναι ένα γραμμικό πολυμερές (D- galactose και L- galactopyranose). 
 
Πηκτή Αγαρόζης 
 Το ουδέτερο φορτίο καθώς και η χαμηλού βαθμού χημική πολυπλοκότητα της αγαρόζης την 
κάνουν ένα πολύ καλό υλικό που δεν αλληλεπιδρά με τα βιομόρια. 
 Η πηκτή από καθαρή αγαρόζη έχει σχετικά μεγάλους πόρους που  επιτρέπει το διαχωρισμό 
μεγάλων μορίων. 
 Διαχωρισμός DNA (5 – 20000bp), RNA και πρωτεινών > 200 KD.  
 Η πηκτή αγαρόζης είναι συνήθως από 0,7% (καλός διαχωρισμός μεγάλων τμημάτων DNA 5-
10kb) μέχρι 2% (καλός διαχωρισμός μικρών τμημάτων DNA 0.2-1kb) περιεκτικότητα σε αγαρόζη. 
 
 
 
Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ 5Χ 
 
 Χρησιμοποιείται  για να παρέχουν τα απαραίτητα ιόντα για να πραγματοποιείται μεταφορά 
ρεύματος και να διατηρούν το pH σε μια σχετικά χαμηλή τιμή. 
 ΤΒΕ (Tris / Borate / EDTA) (προβληματικό με το RNA λόγω αλληλεπίδρασης, καλό 
διαχωρισμό σε DNA 0.1 – 3 kb και όταν εφαρμόζουμε τάση > 150V). 
 
 
Διάλυμα φόρτωσης 
Περιέχει μια ουσία υψηλής πυκνότητας (όπως γλυκερόλη) και 1 ή 2 χρωστικές που 
μετακινούνται με ταχύτητα περίπου ίδια με το DNA (μπλε της Βρωμοφαινόλης και κυανό του ξυλενίου). 
Βρωμιούχο αιθίδιο 
 Κάνει ορατά τα μόρια διαφορετικού μήκους τα οποία διαχωρίζονται σε ζώνες μέσα στο 
πήκτωμα αγαρόζης. 
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Ladder 
 Για τη σύγκριση των δειγμάτων χρησιμοποιείται ένας δείκτης γνωστού μοριακού βάρους.  
 
Μέθοδος 
 Για την παρασκευή 100mL πηκτώματος αγαρόζης 1% 0,5Χ ΤΒΕ ακολουθούνται τα εξής 
βήματα: 
1.  Προσθήκη 1gr αγαρόζης σε κωνική φιάλη. 
2. Προσθήκη 100ml ΤΒΕ στην ίδια φιάλη 
3. Θέρμανση της κωνικής φιάλης, με ανάδευση ανά τακτά διαστήματα, έως ότου διαλυθεί πλήρως 
η αγαρόζη. 
4. Προσθήκη 4μL βρωμιούχου αιθιδίου και ανακίνηση. 
5. Εισαγωγή του διαλύματος αγαρόζης στις ειδικές μήτρες και τοποθέτηση χτενών για τη 
δημιουργία μικρών πηγαδιών, εντός του πηκτώματος.  
6. Αναμονή μέχρι να στερεοποιηθεί πλήρως και αφαίρεση των χτενών. 
 Για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων: 
1. Τοποθέτηση του πηκτώματος στη συσκευή ηλετροφόρησης. 
2. Προσθήκη διαλύματος ΤΒΕ 0,5Χ ώστε να καλυφθούν πλήρως τα πηγαδάκια ηλεκτροφόρησης.  
3. Προσθήκη διαλύματος φόρτωσης στα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα. 
4. Εισαγωγή των δειγμάτων στα διαφορετικά πηγαδάκια του πηκτώματος. 
5. Εισαγωγή του μάρτυρα σε όσα πηγαδάκια είναι απαραίτητα, συνήθως σε ένα ανά σειρά (Ο 
μάρτυρας μοριακού βάρους είναι ένα μείγμα τμημάτων με διακριτά μοριακά μεγέθη που μετακινείται 
ταυτόχρονα με το DNA στο πήκτωμα και χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό του μεγέθους των 
δειγμάτων). 
6. Εισαγωγή Ladder. 
Η παρακολούθηση της ηλεκτροφόρησης μπορεί να γίνει είτε με γυμνό μάτι (παρατηρώντας τα 
δυο συστατικά του διαλύματος φόρτωσης, μπλε βρωμοφαινόλης -300bp, κυανό ξυλόλης – 4000bp), είτε 
με έκθεση του πηκτώματος σε υπεριώδη ακτινοβολία. 
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4.  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
  
Αρχικά πραγματοποιήθηκε απομόνωση 24 δειγμάτων DNA εντόμων (κεφάλι και 
θώρακα). Τα δείγματα προήλθαν από τρεις διαφορετικούς πληθυσμούς δάκου: τον εργαστηριακό 
πληθυσμό, τον πληθυσμό Πτελεού Ν. Πιερίας και τον πληθυσμό Αγριάς Ν. Μαγνησίας.   
Στην εικόνα 4.1 παρουσιάζεται η απομόνωση τεσσάρων αρσενικών και τεσσάρων 
θηλυκών DNA δειγμάτων εργαστηριακού πληθυσμού. 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ. 4.1:  Ηλεκτροφόρηση 1μλ γενετικού υλικού εργαστηριακού πληθυσμού.  
Στην εικόνα 4.2 παρουσιάζεται η απομόνωση τεσσάρων αρσενικών και τεσσάρων 
θηλυκών DNA δειγμάτων πληθυσμού Πτελεού Ν. Πιερίας. 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ. 4.2: Ηλεκτροφόρηση 1μλ γενετικού υλικού πληθυσμού Πτελεού Ν. Πιερίας. 
 
      1           2           3          4                          1           2           3           4          L      
                  Males                                                                    Females 
   1      2       3       4        1       2        3        4      L     
Females                               Males  
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Στην εικόνα 4.3 παρουσιάζεται  η απομόνωση τεσσάρων αρσενικών και τεσσάρων 
θηλυκών DNA δειγμάτων πληθυσμού Αγριάς Ν. Μαγνησίας. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ.  4.3:  Ηλεκτροφόρηση 1μλ γενετικού υλικού πληθυσμού Αγριάς Ν. Μαγνησίας. 
Στη συνέχεια για τις γονιδιωματικές περιοχές 4083, 24980, 6068 και 2505 σχεδιάστηκαν 
εκκινητές (δυο ζευγάρια ανά περιοχή εκτός από την 24980) και πραγματοποιήθηκε ενίσχυση των 
περιοχών στο γενετικό υλικό που απομονώθηκε παραπάνω (Πίνακας 1).  
Γονιδιωματική περιοχή Όνομα Εκκινητών 
4083 4083-2010 
 4083-4304 
24980 24980-872  
2505 2505 – 8315  
 2505 – 9158  
6068 6068 – 237 
 6068 – 10503  
 
Πίνακας 1: Οι γονιδιωματικές περιοχές που ενισχύθηκαν και το όνομα των εκκινητών που 
χρησιμοποιήθηκαν. Περισσότερες πληροφορίες αναγράφονται στα Μέθοδοι-Υλικά.  
    L        1       2        3         4 
Males 
   1       2        3        4       L 
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Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση προς εμφάνιση του προιόντος της PCR σε πήκτωμα 
αγαρόζης 1% (ΤΒΕ 0,5Χ).  Στις παρακάτω εικόνες Εικ. 4.4, Εικ. 4.5, Εικ. 4.6, Εικ. 4.7, Εικ. 4.8, 
παρουσιάζονται ενδεικτικά τα προϊόντα ενίσχυσης για το κάθε ζευγάρι εκκινητών. 
   
Εικόνα 4.4: Το προϊόν ενίσχυσης για τον εκκινητή 4083-2010. 
   
Εικόνα 4.5: Το προϊόν ενίσχυσης για τον εκκινητή 2505-8315. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:40:16 EET - 137.108.70.7
46 
 
   
.  Εικόνα 4.6: Το προϊόν ενίσχυσης για τον εκκινητή 4083-4304. 
  
 Εικόνα 4.7: Το προϊόν ενίσχυσης για τον εκκινητή 24980-872. 
   
 Εικόνα 4.8: Το προϊόν ενίσχυσης για τον εκκινητή 2505-9158. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Η ανάγκη για την εξεύρεση αποτελεσματικών μεθόδων καταπολέμησης του δάκου, 
Bactrocera oleae, έδωσε ώθηση στην έρευνα για τη μελέτη του σε μοριακό και γενετικό επίπεδο.  
Η ανάπτυξη γενετικών και μοριακών εργαλείων είναι σημαντική τόσο για τη βασική έρευνα του 
εντόμου όσο και για τη βελτιστοποίηση των μεθόδων βιολογικού ελέγχου όπως η μέθοδος 
μαζικής απελευθέρωσης στείρων εντόμων (SIT). 
Η συγκεκριμένη εργασία αποσκοπούσε στον εντοπισμό αρρενο-ειδικών διαγνωστικών  
δεικτών στο δάκο της ελιάς. Δεδομένης της αδυναμίας διάκρισης των πρώιμων αναπτυξιακών 
σταδίων του εντόμου (έμβρυο, προνύμφη και νύμφη) βάσει μορφολογικών χαρακτηριστικών, η 
δυνατότητα ανίχνευσης αρρενο-ειδικών περιοχών κρίνεται μεγάλης οικονομικής σημασίας για τη 
μελέτη της γενετικής ανάπτυξης σε μοριακό επίπεδο. 
   Για το σκοπό αυτό απομονώθηκε γενετικό υλικού δάκου από τρεις διαφορετικούς 
πληθυσμούς, έναν εργαστηριακό και δυο άγριους και ενισχύθηκαν μέσω αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυμεράσης τέσσερις υποψήφιες περιοχές. Οι αρρενο-ειδικές περιοχές θα πρέπει να ενισχύονται 
μόνο σε αρσενικά έντομα και καθόλου σε θηλυκά. 
  Αρχικά, παρατηρήθηκε διαφορετική απόδοση ποιοτική και ποσοτική του γενετικού 
υλικού εργαστηριακών εντόμων σε σχέση με τα έντομα του αγρίου πληθυσμού (Πτελεός Ν. 
Πιερίας και Αγριάς Ν. Μαγνησίας).  Αυτό είναι αναμενόμενο γιατί το γενετικό υλικό των 
εντόμων του εργαστηριακού πληθυσμού προερχόταν από ζωντανά έντομα ενώ του αγρίου 
πληθυσμού προέρχονταν από έντομα που αποθηκεύτηκαν σε αιθανόλη για μεγάλο χρονικό 
διάστημα και διατηρούνταν στους -20 oC. Επίσης για την απομόνωση γενετικού υλικού 
χρησιμοποιήθηκαν κεφάλι και θώρακας του εντόμου. Δεν χρησιμοποιήθηκε κοιλία λόγω της 
παρουσίας του αναπαραγωγικού συστήματος στην περιοχή αυτή και για την αποφυγή  
λανθασμένων θετικών αποτελεσμάτων κατά την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
λόγω πιθανής σύζευξης. 
 Από τις τέσσερις περιοχές που ενισχύθηκαν αρχικά στον εργαστηριακό πληθυσμό, 
απορρίφθηκε η περιοχή 6068 καθώς παρουσίαζε το ίδιο πρότυπο ηλεκτροφόρησης, την ίδια 
εικόνα στα αρσενικά και στα θηλυκά έντομα και με τα δυο ζευγάρια εκκινητών που 
χρησιμοποιήθηκαν. Για τις υπόλοιπες τρεις περιοχές (2505, 4083 και 24980) παρατηρήθηκε 
ενίσχυση μόνο σε αρσενικά έντομα δίνοντας μια πρώτη ένδειξη ότι αυτές οι περιοχές μπορεί να 
είναι αρρενο-ειδικές. 
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Όπως αναφέρθηκε και στην Εισαγωγή ένα από τα βασικά προβλήματα της μεθόδου SIT 
είναι ο μειωμένος ανταγωνισμός που παρουσιάζεται μεταξύ των πληθυσμών που 
απελευθερώνονται στο περιβάλλον και τα άτομα του φυσικού πληθυσμού.  Η παρουσία αρρενο-
ειδικών δεικτών θα μπορούσε να βελτιώση την τεχνική αυτή ώστε να πραγματοποιείται ο 
διαχωρισμός των φύλων σε κάποιο στάδιο πριν την εκκόλαψη των ενηλίκων. Μελέτη που 
δημοσιεύτηκε από τους Randon et al., το 2000 έδειξε ότι η απελευθέρωση μόνο αρσενικών 
ατόμων μπορεί να επιφέρει 3 – 5 φορές μείωση του φυσικού πληθυσμού σε σύγκριση με την 
απελευθέρωση και των 2 φύλων. 
Τα αποτελέσματα αυτής της διπλωματικής εργασίας αποτελούν μια πρώτη ένδειξη για 
τον εντοπισμό αρρενο-ειδικών αλληλουχιών ώστε να χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη 
μοριακών δεικτών για το διαχωρισμό του φύλου του δάκου της ελιάς για τη βελτιστοποίηση 
μεθόδων καταπολέμησης του. 
Η οικογένεια των Tephritidae της τάξης των Diptera περιλαμβάνει τα πιο επιβλαβή 
έντομα της αγροοικονομίας. Με την ραγδαία εξέλιξη των μεθόδων αλληλούχησης δίνεται μια 
μεγάλη ώθηση στην ανάπτυξη μοριακών τεχνικών τόσο για τη βελτιστοποίηση ήδη υπάρχοντων 
μεθόδων καταπολέμησης όσο και  για την κατανόηση εξελικτικών γεγονότων. Ένα αρκετά 
ενδιαφέρον εξελικτικό γεγονός είναι η παρουσία του Υ χρωμοσώματος στο γονιδίωμα των 
αρσενικών εντόμων. 
 Η διαθεσιμότητα του γονιδιώματος του δάκου της ελιάς και η σύγκριση μέσω 
βιοπληροφορικής ανάλυσης γονιδιώματος από αρσενικά και θηλυκά έντομα έδωσε περιοχές που 
φέρεται να εμφανίζονται μόνο στα αρσενικά έντομα. Αυτό μπορεί να είναι ένδειξη ότι οι 
περιοχές αυτές εντοπίζονται στο χρωμόσωμα Υ. Η ανάλυση της οργάνωσης του Υ 
χρωμοσώματος του δάκου της ελιάς μπορεί να βοηθήσει στην κατανόηση της εξέλιξης και της 
λειτουργίας του Υ τόσο στο συγκεκριμένο έντομο όσο και γενικότερα στην οικογένεια των 
Tephritidae.  
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